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Avertissement 


Cet ouvrage, parfatement adapté au programme dés BTS 
Bimechnologie, Bioanalyses et Contrôles, Analyses Biologi- 
ques, Métiers de l'eau, Qualité dans les industries alimen- 
taires et les bio-industnies des DUT de biologie appliquée, 
ainsi qu'à ceux des classes préparatoires aux grandes écoles 
type TB}, s'adresse tout d'abord aux étudiants de ces sec 
lions. 

Les élèves des classes terminales de baccalauréat techno- 
logique série STL (Sciences et Techniques de Laboratoire} 
spécialité « Biochimie — CGrémie Biologique » y trouveront 
tous les éléments de Leur programme avec, à la fin de chaque 
chapitre du cours, des questions reprenant les compétences 
attendues par le programme leur permettant de tester beurs 
CONNMLISEANCES. 

Le cours sert de base à ls résolution des exercices et des 
problèmes répertoriés, avec leurs corrigés à la fin de chaque 
chapitre, dont la plupart sont accessibles aux bacheliers. 

Les parties en caractères de taille normale correspondent 
aux connaissances fondamentales, indispensables pour la 
TÉUESIÉE SUX CXAMENS. 

Les compléments en caractères plus petits sont des appro- 
fondissements ct des compléments aux programmes des BTS, 
des DUT. des classes préparatoires aux grandes écoles (types 
TB). des DEUG et des licences du secteur biologie. 

À la fin de chaque chapitre du cours, des questions corres- 
pondent aux compétences attendues par Les programmes, des 
exercices et des problèmes avec leurs corrigés permettent de 
conforter Les connaissances sur lesquelles les candidats sont 
susceptibles d'être interrogés, 

Cette nouvelle écition est à la fous be fout d'une réactuali- 
sation des connaissances de microbiologie, d'une adaptation 
à la rénovation des programmes des diverses sections ayant 
un enseignement de microbiologie, d'une fusion du cours 
avec les exercices et problèmes et, enfin, une adaptation à la 
didactique de la microbiologie au vu de l'expénence pédago- 
gique après plus de 30 ans d'enseignement. 
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Dans un volume rarsonnable, l'essentiel de la microbiobo- 
gie, avec une volonté marquée de ne pas oublier l'épistémo- 
logie, est présenté. L'utilisation de cet ouvrage peut se faire en 
autonomie et, à cet égard, Les paragraphes « Savez-vous votre 
cours ? » ainsi que les exercices permettront à l'étudiant de 
lésiér 868 connalsses. 

Cependant, l'unlisation en classe sous la direction du pro- 
fesseur me paraît la plus judicieuse, car la volonté de limiter 
le volume du livre conduit forcément à des réductions qui 
peuvent entraïner, chez certains, des difficultés d'assimila- 
tion, 

Une mention particulière pour deux chapitres me paraît 
indispensable : 

- Le métabolisme microbien est trop souvent négligé alors 
qu'il est extrémement important pour le micro-organisme. Il 
faut arrêter de considérer la microbiologie comme antinomi- 
que de La biochimie — les deux disciplines sont complémen- 
luires, pour né pas dire symbiotiques — et voir tous les béné- 
fiocs que l'on peut ürer d'une bonne connaissance des micro- 
organismes surtout dans les applications industrielles ou 
agroalimentaires ; 

— les risques biologiques sont de plus en plus présents dans 
la réglementation et dans notre quotidien, une application 
consciente ct volontaire devient indispensable. Il faut com- 
prendre Les injonctions de sécurité pour les appliquer avec 
eMicacié (les problèmes liés aux infecuons nosocomiules 
sont une illustration de cette ignorance du monde microbien. 

Enfin un bon microbiologiste sera celui qui, à l'instar du 
bon berger, connait Wien ses < microbes », es apprécie, car il 
wura compris toute la diversité et la complexité de ces êtres 
qui, même s'ils ne sont que de petites sphères ou des biton- 
nets invisibles à l'ol nu, dégagent une fantastique nchesse, 
pas seulement biochimique. Cela en Fait des êtres aussi sym- 
pathiques que les moutons du berger malgré les quelques 
loups qui & cachent dans la... biosphère, 
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Tableau des abréviations des genres 
microbiens utilisées dans cet ouvrage 


Abréviations 


Micro-organismes 
Aspergillus 
Bacillus 
Clastridiun 
Cormnebacterium 
Candida 
Desulfevibrie 
Escherichia 
Haemoplhilus 
Klebsiella 
Lactobacillus 
Mycohactertun 
Mycoplasma 


Paracoccus 


Abréviations 
Ps. 
Pe. 
Pr. 
st. 
Str. 


She, 


RTLLLA 


Micro-organismes 
Fieudomeonns 
Penicilliun 
Proteus 
Sraphylococcus 
Streptococcus 
Sabrenelle 
Shigella 
SEFÉPIONMVCES 
Saccharomyces 
Thiobacillus 
Vibrie 
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Chapitre ] 


Les microbes parmi nous 


Depuis la plus haute Antiquité, les micro-orga- 
nismes ont été utilisés empiriquement pour pro- 
duire et conserver les aliments : la découverte du 
vin, par Noë selon la Bible ou par Dionysos selon 
les Grecs, témoigne d'une tradition remontant 
vrasemblablement à la préhistoire. Dé méme, la 
fabrication des laits fermentés et des fromages a 


té pratiquée depuis des millénaires dans les dif- 
férentes régions du globe. Il s'agissait dans tous 
les cas de procédés permettant la conservation 
d'aliments hautement putrescibles comme le lait 
ou de productions saisonmères comme les jus de 
fruits. 


1. Histoire de la microbiologie 


1.1. Origines 


La découverte des mero-organmsmes nécessitant 
la fabrication d'un « outil », C'est le Hollandais 
Antony Van Leeuwenhoek (1632-1723) qui con- 
çut le microscope le plus simple, c'est-à-dire la 
loupe. Î s'agissait d'une lentille biconvexe main- 
tenue entre deux plaques de métal, avec un assem- 
blage ingénieux permettant de déplacer l'objet et 
de faire une mise au point. Les lentilles les plus for- 
tes avaient un grandissement d'environ 270. Cbser- 
valeur génial, Van Leeuwenhock révéla au monde 
scientifique la prodigieuse diversité des micro- 
organismes et l'incroyable richesse des milicux 
naturels, comme l'eau, en protozoaires, algues, 
levures, bactéries. Dans des échantillons d'eau de 
rivière, des décoctions de foin ou encore dans de la 
salive, Van Lecuwenhock décrivit le grouillement 
d'une infime variété d'animalcules mobiles ou 


immobiles, en forme de sphère, de bätonnet, de 
<pinille, etc, I put faire des comparaisons précisés 
entre ces micro-organismes et des hématies ou des 
grains de sable. $es magnifiques descriptions sont 
d'une précision telle qu'aujourd'hui encore, elles 
forcent l'admiration et permettent l'identification. 
Cependant, la physiologie de ces organismes ne fut 
mi élucidée ni comprise. Ce n'est qu'en 18346 que 
fut véritablement interprétée la nature biologique 
des fermentations. 


1.2. Époque pastorienne 


1.2.1. Fermentations 


L'essor de la microbiologie au cours de la 
seconde moitié du xIX* siècle a été déclenché puis 
dominé par le géme de Louis Pasteur (1822-1895. 


Formé à la physique et à la chimie, Pasteur, dès 
l'âge de 24 ans, découvre l'asymétrie molécu- 
laire de l'acide tartrique, pressentant qu'elle cons- 
titue l'une des propriétés caractéristiques et fon- 
damentales de la matière vivante. En 1854, alors 
qu'il est doyen de la faculté des sciences de Lille, 
ilentreprend l'étude de la fermentation lactique. 
Il présente en 1857 son fameux mémoire où il 
décrit le ferment lactique comme un organisme 
vivant, globuleux, beaucoup plus petit que la 
levure. 

Pendant 20 ans, 1l poursuit inlassablement ses 
travaux sur d'autres fermentations (alcoolique en 
1858, butyrique en 1861, acétique...} et sur les 
maladies qui les affectent. Ces maladies sont dues 
à des contaminants que l'on peut détruire par 
chauffage à 56°C, procédé universellement 
connu sous le nom de pasteurisation. 


1.2.2. Génération spontanée 


C'est à cette époque que Pasteur réfute les thèses 
en cours sur la génération spontanée (selon 
laquelle les « animalculés » provenaient de la 


transformation de la matière organique} en mon- 
trant la présence de germes dans l'atmosphère, 


leur destruction par la chaleur (stérilisation) et leur 
rétention dans ses fameux ballons à col-de-cygne. 
Les organismes et les micro-organismes ne peu- 
vent donc apparaître spontanément, comme on le 
croyait à l'époque, mais ils existent autour de nous 
dans l'air, l'eau, la terre : leur activité peut se révé- 
ler utile (fermentation) où nuisible (maladies). 


1.2.3. Bactériologie médicale 


Louis Pasteur et Robert Koch (1843-1910) sont 
les véritables fondateurs de la bactériologie 
médicale où la théorie des germes trouve une nou- 
velle forme en même temps qu'une nouvelle 
vigueur, 

Koch puis Pasteur démontrent de manière irré- 
futable que la bactéridie observée par Rayer et 
Davaine dans le sang des animaux charbonneux 
est l'agent responsable (Æ. anthracis) du charbon 
émdémique. Dans un célèbre mémoire, Koch 
énonce les fameuses règles connues sous le nom 


de postulats de Koch. Pour démontrer qu'un 


| 


micro-organisme est responsable d'une maladie, 
il faut : 

— qu'il soit retrouvé dans tous les cas de mala- 
dies semblables : 

- qu'il soit isolé en cultures pures ; 

- qu'il reproduise la maladie expérimentale- 
mént ; 

- qu'il soit à nouveau 1solé à partir d'animaux 
infectés expérimentalement. 

C'est à Koch et ses collaborateurs (comme 
Erich, Gaffky, Nocard, etc.) que l'on doit aussi 
d'avoir mis au point et porté d'emblée à un état de 
perfection incomparable toutes les techniques 
d'isolement et d'identification des bacténes 
(tab, ET) 

À la même époque, le chirurgien anglais Joseph 
Lister (1827-1912), à partir des travaux de 
Pasteur, met au point la technique d'asepsie chi- 
rurgicalé. 


1.2.4. Vaccinations 


Poussé par un souci humanitaire, Pasteur se pré- 
occupe de protéger l'homme contre les maladies 
infectieuses. L'étude du choléra des poules lui 
donne l'occasion de cultiver l'agent responsable 
et de l'atténuer : les poules inoculées avec ce 
« virus » atténué résistent à l'injection d'une cul- 
ture virulente, La vaccination est née. Cette théo- 
ne des vaccinations devait trouver une année plus 
tard une éclatante confirmation avec le charbon. 
Pasteur et ses collaborateurs, Chamberland, Roux 
et Thuillier, mettent au point un procédé d'atté- 
nuation du bacille, qui devient alors vaccinant. Au 
cours de l'expérience de Pouilly le Fort, un trou- 
peau composé de 24 moutons, 6 vaches et 
l chèvre est moculé avec une souche vaccinale, 
12 jours plus tard avec une culture moins atténuée 
puis, après un délai de 15 jours, avec une souche 
hautement virulente. Le résultat est spectaculaire 
puisque tous les animaux vaccinés sont en parfaite 
santé tandis que les témoins sont pour la plupart 
Morts. 

La prévention de la rage est la dernière grande 
œuvre de Pasteur. En dépit de l'impossibilité 
d'isoler l'agent responsable (virus) et malgré la 
complexité de là maladie, Pasteur peut mettre au 
point des préparations de moelle de lapin 


Tableau 1.1 - Principales étapes et découvertes de la microbiologie. 


| — Premier microscope Van Leeuwenhock 
- La fermentation alcoolique dans Le traité élémentaire 
de chimic Lavoisier 
— Utilisation de la vaccine pour se protéger de la variole | Jenner 
- Mise au point d'une technique utilisant la chaleur 
(« appertisation +] permettant la conservation des ali- 
ments Nicolas Appert 
— Étude qualitative et quantitative de la fermentation 
alcoolique (complétant les études de Lavoisier) Gay-Lussuc 
- Nature biologique des fermentations Cagniard-Latour (France) 
Schwann et Kutzing (Allemagne) 
- L'asymétrie moléculaire (acide tartrique) Pasteur 
- Agent de la maladie du charbon épidémique et rôle des 
micro-organismes dans la genèse des maladies Raver ct Davaine 
- Fermentation lactique Pasteur 
— Étude de la fermentation alcoolique Pasteur 
- Mise en évidence des germes dans l'atmosphère Pasteur 
- La fermentation butyrique - l'anaérobiose Pasteur 
— Études sur le vinaigre Pasteur 
| - Antisepsie chirurgicale, asepsie Lister 
= Étude sur le vin Pasteur 
| - Acides nucléiques Mischer 
| — Techniques de fixation et de coloration des bactéries Koch 
| = Étude sur la bière Pasteur 
| — Stérilisation par la chaleur humide sous pression (auto- 
clave) Pasteur et Chamberland 
| — Spores, application aux méthodes de stérilisation 
— Tyndallisation Tyndall 
- Choléra des poules, immunisation par des cultures atté- 
nues Pasteur 
- Vaccination ant-charbonneuse — expérience publique 
{ de Pouilly-le-Fort Pasteur 
| — Méthodes d'isolement sur milieu solide | Koch 
— Études sur le rouget du porc | Pasteur 
| — Mycobacterium tuberculosis | Koch 
| — Emploi de l'agar Mme Hesse 
— Vibrio cholerce { Koch 
— Vaccination contre la rage | Pasteur 
- Méthode de coloration différentielle des bactéries | Gram 
— Cornebacterium diphteriae | Locffler 
| — Saimonella tvphi | Gañfky 
| — Staphylocoques et Streptocoques ! Rosenbach 
- Application du traitement antirabique à l'homme Pasteur 
— E, coli | Escherich 
- Boïte dite de Pétri Petri 





Tableau |.1 - Principales étapes et découvertes de la microbiologie (suite. 


— Neisserta meningitidis 

— Bacténes fixatrices de l'azote et symbiotiques des 
légumineuses 

— Chestridiun tetani 


— Bacténes nitrifiantes du sol, nature biologique de la 


mitnification 
— Clostridiun perfringens 
- Fersinie pestis 
- Bactéries réductrices des sulfates 
- Rôle des enzymes dans le pouvoir fermentaire 
— Clostrdiounr hotulinemn 
— Existence des virus 
Shigella dvsenteriae 
Vaccin antitétanique 
- Les bactériophages 
Vaccin contre la tuberculose BOG 
- Transformation des pneumacoques 
— Les anatoxines 
- Cristallisation du virus de la mosaïque du tabac 


— Pémiolline : la reconnaissance de son rôle antibiotique 


et sa production industrielle 


— L'ADN est le support des caractères génétiques 
— Recombinaisons génétiques 
- Transduction 


— Schéma général de la conformation spatiale de l'ADN 


— Théorie du code génétique 
= Publication des travaux sur < l'opéron lactose » 
— Structure en double hélice de l'ADN (Prix Nobel} 


— Travaux de l'École française de biologie moléculaire : 


Institut Pasteur prix Nobel 
— Théorie des gènes 


— Mise au point des techniques de manipulation génétique 


- Expression d'un gène dans une bactérie 

— Vaccin contre l'hépatite B 

— Séquençage du génome du virus du SIDA 
— Séquencage du chromosome IT de la levure 


atténuées : c'est le virus fixé. Du 7 au 16 juillet 
1885, un enfant alsacien de ans, Joseph 
Meister, mordu par un chien enragé, reçot les 
suspensions vaccinales qui le sauvent de la mala- 
che, L'enthousiasme qui accueille cet événement 
est immense. 

Les travaux de cette époque sont aussi à l'ori- 
gine de l'immunologie, science nouvelle où 


| 


Weichselbaum 


Benerlnck 
Éitasato 


Winogradsky 
Welch et Nuttall 
Yersin et Kitasato 
Benerinck 
Buchner 

Van Ermengen 
Beijerlnck 

Shiga 


Twort 

Calmette et Guérin 
Griffith 

Ramon 

Stanley 


Florey, Chain, Heatley 

Avery, Mac Leod, Mac Carty 
Lederberg et Tatum 

Æinder et Lederberg 

Watson et Crick 

CGamow et par Watson et Crick 
François Jacob et Jacques Monod 
Crick et Watson 


Jacob, Monod et Lwolt 
Carlson 
Cohen, Chang, Bover, Helling 





Metchnikoff (1845-1916) établit les bases de 
l'immunité cellulaire en découvrant la phagocy- 
tose, Behring et Kitasato, à la même époque, mon- 
trent que l'organisme dispose d'autres moyens de 
défense : c'est l'immunité humorale. Le terme 
« Virus » utilisé par Pasteur désignait tout agent 
pathogène quel qu'il soit. En 1892, Iwanowski 
établit que la mosaïque du tabac est due à un agent 


« filtrant » donc différent des bactéries retenues 
par les filtres. La virologie est née. 

La parasitologié se développe en parallèle 
avec, par exemple, Laveran qui démontre que la 
transmission du proozoaire de la malaria est due à 
une mouche, 


1.3. Période moderne 


Les micro-organismes se reproduisent rapide- 
ment et sont faciles à cultiver. [ls donnent nats- 
sance à des populations énormes à la suite d'un 
erand nombre de générations successives, Dans 
ces conditions, 115 consütuent un outil particuliè- 
rement favorable en génétique, la science qui a 
pour objet l'étude des caractères héréditaires et de 
leurs variations, Une étape essentielle marque 
l'année 1944, Avery, McLeod et McCarty mon- 
trent qué, dans le phénomens de transtormation 
découvert par Griffith 16 ans auparavant, c'est 
l'ADN qui est responsable en étant le support des 
caractères héréditaires de la cellule. On apportait, 
pour la première fois, la démonstration éclatante 
du rôle de l'ADN dans lhérédité. Les découvertes 
se succèdent : 

- les  recombinaisons 
Lederberg et Tatum en 1946 : 

- la transduction par Zinder et Lederberg en 
1952 ; 

- ke modèle de structure de l'ADN par 
Watson et Crick en 1953, et la découverte de la 
structure en double hélice en 1967 : 

— la signification du codon TTT par Nirenberg 
en 1%61 et l'ensemble du code génétique en 
1966 : 

- à dynamique de la traduction (avec les 
divers types d'ARN jet la régulation des gènes par 
Jacob et Monod dans les années 1960. 

La biologie moléculaire est née de la conver- 
gence de la génétique et de la biochimie. Elle 
s'intéresse à la structure des macromolécules, en 
particulier celle des acides nucléiques et des pro- 
lines, et à leurs relations fécondés, la synthèse 
des protéines étant gouvernée par des gènes. La 
microbiologie fourmt à la biologie moléculaire 
l'essentiel de son matériel d'étude. Grâce aux bac- 
téries, 1] a été possible de connaître le mécanisme 


génétiques par 


de la synthèse protéique, de décrypter le code 
vénétique et d'analyser les mécanismes de régu- 
lation cellulaire qui harmonisent le potentiel 
génétique aux besoins de l'organisme. 

La période actuelle est marquée par l'essor du 
génie génétique et des biotechnologies. Le génie 
génétique représente sans nul doute l'une des acti- 
vités les plus onginales et les plus révolutionnai- 
res du XXE siècle, Il consiste à mettre en œuvre, 
in vitre, des récombinaisons génétiques, vérila- 
bles creffes entre deux molécules d'ADN. La cel- 
lule bactérienne qui reçoit ainsi une information 
nouvelle (d'une autre bacténe ou d'une cellule 
animale) devient capable de produire la substance 
dont on lui a confié lé programme (la première 
expression d'un gène cloné dans une bactérie date 
de 1974). Ces techniques suscitent d'immenses 
espoirs dans la production bactérienne d'hormo- 
nes (clonage de linterféron alpha en 19807), dé 
facteurs de coagulation, d'enzymes. L'agriculture 
sera, dans les prochaines décennies, considérable- 
ment transformée par la création de plantes ayant 
des propriétés nouvelles. Il est envisagé, par 
exemple, de transformer certains végétaux (légu- 
mineuses}) en leur permettant de bxer l'azote 
atmosphérique sans l'intermédiaire des symbio- 
ses bactériennes. 

Des craintes quant à la possible dissémination 
d'organismes recombinés porteurs de gènes hau- 
tement dangereux pour l'humanité et lenvironne- 
ment furent exprimées à la conférence d'Asilomar 
(USA} en 1935 et donnèrent lieu à discussion. 
Devant le danger potentiel, des règles de sécurité 
très strictes furent édictées : elles ont été depuis 
considérablement allégées, 

Ces « percées » biologiques sont fécondes pour 
de nombreuses applications, que ce sont sur le ver- 
sant industriel ou sur ceux de la santé publique, de 
la pharmacologie, de l'agronomie, Les biotechno- 
logies font référence aux applications variées qui 
résultent de l'utilisation de ces capacités biologi- 
ques nouvelles. Tels sont les « bioréacteurs » 
enzymatiques qui assurent le fonctionnement des 
enzymes en phase « immobilisée », les fermenta- 
uons industnelles, la lutte biologique, la produc- 
ton de biomasse, de biocombustibles, etc. 

L'application à l'homme posera d’autres pro- 
blèmes que la bioéthique devra maïtrisér. 


2. Le monde microbien 


0,1. Classification 
contemporaine 


Avant la découverte des micro-organismes (plu- 
sieurs centaines de milliers d'espèces connues 
actuellement), tous les êtres vivants étaient classés 
à l'intérieur du règne animal ou du règne végétal, 
Les orgamsmes animaux tirent leur énergie de 
l'oxydation de matériaux organiques, accumulent 
des substances de réserve sous forme de graisses 
où de glycogène, sont animés de mouvements 
actifs : ils sont aussi dépourvus de parois cellulai- 
rés. Les végétaux, au contraure, sont photosynthé- 
tiques, utilisant Va lumière comme source 
d'énergie ; ils synthétisent de l'amidon comme 
réserve nutritive, sont dépourvus de mouvements 
et possèdent une paroi cellulaire. 

La découverte dé nouvelles formes vivantes 
microscopiques rendait de plus en plus difficile 
leur classement dans le règne animal ou végétal. 
Parmi elles, les algues et les champignons pou- 
vaient être rapprochés des plantes ; les protozoai- 
res mobiles et non photosynthétiques étaient plu- 
tôt considérés comme des animaux : la place des 
bactéries restait à fixer, 

En 1886, le zoologiste allemand Haecke pro- 
posa une solution logique en demandant la créa- 
tion, pour ces formes microscopiques, d'un troi- 
sième règne, celui des protistes, qui rassemble les 
algues, les protozoaires, lés champignons et les 
bactéries. On donne indistinctement le nom de 
protiste où de microbe (de #micre : peut et bios : 
vie) aux organismes unicellulaires ou multicellu- 
laires qui sont dénués de différenciation cellulaire, 
c'est-à-dire dont les cellules végétatives sont tou- 
tes équivalentes et ne présentent aucune spéciali- 
sation fonctionnelle, La cellule bactérienne, par 
exemple, est un organisme complet, indépendant, 
doué d'un pouvoir autonome de reproduction. 

La classification biologique contemporaine 
pourrait alors être résumée comme suit : 

— |, plantes (vasculaires et bryophytes) : 

— I, animaux ou métazoaires : 

— ÎIl, protistes (supérieurs et inférieurs) : 


— IV, virus (organismes non cellulaires). 

Les virus sont totalement différents des protis- 
tes. [ls doivent être considérés « à part ». Comme 
le précise Lwoff, « les virus sont les Virus ». Une 
particule virale possède des propriétés entière- 
ment cistinétes de celles de la bacténée et, a for- 
fiori, beaucoup plus éloignées encore de celles des 
cellules ammales ou végétales. 

Les protistes sont traditionnellement divisés en 
deux grandes classes : 

- |, proustés supérieurs où éucarvotes : 

- algues (excepté les algues bleu-vert), 
- prolozoairés, 
- champignons : 

— Îl, protistés inférieurs où procarvotes : 

- algues bleu-vert ou cyanophycées ou schi- 
zophycées, 
- bactéries ou schizomycètes. 

Très récemment, des organismes qui n'appar- 
tiennent à aucune de ces catégories fondamentales 
ont été découverts. [ls ressemblent éxtérieurement 
aux bactéries mais, phylogénétiquement, ils ne 
sont ni procaryotes, m eucarvotes. Ces bactéries 
ont été appelées archéobactéries parce que l'on 
pense qu'elles sont très anciennes. Elles sont, dé 
fait, particulièrement adaptées aux conditions 
éxtrèmes qui ont dû exister au début de la vie ter- 
restre. Elles formeraient alors une troisième classe 
de protistes. 

La microbiologie est la science qui a pour objet 
l'étude des protistes ou des microbes, c'est-à-dire 
qu'elle englobe théoriquement non seulement la 
bactériologie mais aussi la parasitologie, la 
mycologie, etc. En fait, maïs à tort, elle est le plus 
souvent restreinte à la bactériologie, 


2.9. Cellule eucaryote 
et cellule procaryote 


Les divers groupes d'organismes vivants doi- 
vent être étudiés par rapport à leur unité de struc- 
ture, la cellule. En 1937 le protozocologiste 
Édouard Chaton proposa les termes 


« eucaryole » et « procarvote », mais la vraie 
nature de ces deux types cellulaire ne fut claire- 
ment précisée que vers 195$ avec les progrès de la 
microscopie électronique. On distingue, en effet, 
la cellule eucaryote, caractéristique des plantes, 
des animaux, des protistes supérieurs, et la cellule 
procarvote, caractéristique des protistes infé- 
rieurs, en particulier des bactéries (fig. LI er LT. 
La cellule eucaryote comprend un « vrai + noyau 
entouré d'une enveloppe nucléaire et contenant 
deux jeux semblables de chromosomes (homolo- 
gues). Elle est diploïde. Son cytoplasme, siège des 
activités métaboliques de dégradation et de syn- 
thèse, est constitué d'un milieu homogène, le hya- 
loplasme, dans lequel baigne un grand nombre 
d'organites cellulaires : réticulum endoplasmi- 
que, mitochondries, appareil de Golgi, lysosomes, 
peroxysomes, etc. (rc LL 


La cellule procaryote ne possède pas un « vrai » 
noyau mais un appareil nucléaire diffus, non isolé 
par une membrane, avec en général un seul chro- 
mosome fu. 3, Elle est dite haploïde. Le 
crtoplasme contient des éléments figurés en nom- 
bre réduit, les ribosomes, et des inclusions ou 
substances de réserve. 

Les études phylogénétiques fondées sur l'ana- 
lyse des séquences nucléotidiques de l'ARN riho- 
somal ont confirmé l'existence d'une troisième 
forme cellulaire : l'archéobactérie, Proche de la 
cellule bactérienne (procaryote) par sa taille, son 
appareil nucléaire diffus et son cytoplasme, elle 
est pourtant originale par ses composants de paroi 
et de membrane, l'absence de thymine dans les 
ARN de transfert et la structure des sous-unités de 
l'ARN polymérase de dégradation et de 


synthèse. 





Figure 1.1 - Coupe d'une cellule eucaryote (: 20 000) 

(fnstitut Pasteur de Lite, Laboratoire de micrascane électronique, Pr. Vire 

me: membranes Cyioplsmique: m: mitochondries ; v: vacuole; |: lysosome; mn: membrane nucléaire ; nu: nuciéok : 
= nbosomes ; N° noyau: m : mitochondne ; c : chromañine : re : éticulum endoplasmique ; G : appared de Golgi, 





Figure 1.2 - Coupe d'une cellule procaryote : une bactérie, Bacillus subtilés {x 70 000} 
irstifut Pasteur de Lille, Laboratoire de microscopie électranique, Fr, Viserl, 
B: paroi ; m: membrane c'toplasmique ; r : nbosome ; MN: noyau, 


Sarre 
“choeur “sanbenpour 
ÉNEOD EIBA “safuckt 


(EMULE 

OUIsap : spduwrsvs) s3pn] 
-[39 6j aque sado 
SUUNTO IOÉEU] 
“eq tued 2p sq 
“aveu aurenesr Ja 
ASTM GOERNER ICT 


Safe 
52p € 29418 AfIQOU VUS 
and ae mnp 


INT] 

sun enpuos mb HoTkz 
UN JUL} ANAO | 

le saporneuusds 537 


ANTON] 


LOTS] 


SSI ANA 


CEE} MALTE 


ana 8 saureqd 
“anbuedag ‘sang 


(UE SOU 

de sauce : adiunsss) 
sanepuossé sovajd 

ue sae0duOS ap ILas 
-npoig sabtsoqnipss ave 
RS UE “uepudoun 
AIMNESN VOUELAEMSUIC 


[OS ST ANS NRA LA 

usanos end 34 ‘arr 
"USprE aE NS 
VO IQUUE 

on puede nreddo] 
APP 25 2ploqip ae 
“eu Surf af red 
[UE 87 2p VOTE 


QUES SAR] 


uoncdosqe 
ANUS HOU 


Sa CON 


ay) AUELI 


cuou#rduregs 
“ESUMESTÉ ONU “Sama 


Sur 
-HMCUT SSUNE (NERO 
SCSI NO "uo Ld 
SAefAIeS sourd 519 
Jed USÉES LS SIP 
mp USE ‘3601 
Hotel 3p 4 -sonu 
“HG RUE IN IIS SICUE 


SAHE Na MUN JUSULAUIOS 
“200 ‘AQU ALLO 


ROCH DONS 
Noos ed does 
“Sapmoqdey sacs med ur 


ed smbnaCrEenp 
no sapoydeg Sn) 


uotiiosq 


SACHET 


REA] 


SE [nl 

“nd no Sens un 
sn ‘sagonEep “saute 
HP “SD ‘SAINT 


"HAUTE QU ff2-TYUL 
UPS ATOM ‘601 


24 Soued ap sed you 


eun-sanËbqan “santa 

dl ssposned à sante] 
[ES som SIA 

“ados sa] 

= pERAQUT CHEMIN 


ap fu UORIQUUS p 584 


Safe TRO AU Va Sam 
“ANNE SSP pOS 
SULG sanbçants sant 
EE Sa 


uüt 
“ÆpUOIA} à MECHAUI “F2 
ULISS SUB “NO UT 
‘sante Lotanpouds y 


AUIESEAIQN] 


ssanuésonoud no 
Usa un “os 


SLEONT 


SNS] 


METRE 


“ALREEQOUE 3 IUT 


DOTE EME 39 
Samseuys op no sous 
Op ap mp 
SUR) “AUIISBELE 3p 
sde S3198e1S 
“EUMANIES 

SÉR SALSA EME 

ap Sg cauma A aopodad 
FAQ IBRTQUOS SIQUE 


are œæd no 
ass ed apqout no 
HILL VON] “JEAAU 

NO PUDOpO TUE 
“(LI AIOS] AE SN) 


AéMpQ ap 

Au OIL p SE TA] 
sioped quo sand 
SUCETÉLTROSEL AC] 
"AOLASE DOTDANPOLNÉ A 


AUTPÉÉTOQU NICE 
“ua vos nbrrog hoc 


ONU pr 

srd seu asus 
ons asus -croud 
“UGTINEQR : JOUE A 


SO LIEU 


CESMMNOUL } 
CINALEQUE JEU 


“Sub bu 560 LoseeduO - 1 NEAUEL 


STIAMAXT] 


SANS MELLE ATEN 
SNOLELHAO] LA 
STANLRIALE 


SLA 40 AAA L 


LAN 4A GO LA 
ROLLER 


EOAXO NI ENST 


HOLLIALLNIN] 
EAN UTTTA Sd A L 


NOLLYOESS NL) #1 
ENV AO] 





Tableau |.3 - Principaux caractères des cellules eucaryotes et procaryotes. 


APFPAREILNUCLÉAIRE 
Structure 


Composition 
Cénophores 


Crgamisation 
Chromosomes 


Reproduction 
Type 
Division nucléaire 
Reproduction sexuée 


Fusion nucléaire 


Division nucléaire 
réductnice 


CYTOPFLASME 
Structure 


Mouvement 
Ribosomes 


Autres organites 

Respiration 
Fhotosynthése 

présence chez : 


Organites spécialisés 


Faro 
Présence 


Rôle principal 
Constitution 


Au repos une membranes nucléaire 


règle les échanges avec Le cytoplasme 


ADN associé à des histones 
Nucléares, miochondrales. 
chloroplastiques 
Plusieurs chromosomes, 
visibles au moment de la division 
Forme et nombre vartablés 
caractéristiques de l'espèce 


Division binaire de la cellule 
Mitose (appareil mitotique) 
Far fusion de 2 cellules 
reproductrices 
Formation d'un #ygote diphoïce 
à l'origine d'échanges génétiques 


Possible méiose 


Complexe par le réticubum 
endoplasmique 


Continuellement en état de cyelose 
Très nombreux, libres (80 5} ou sur 


les systèmes membranaires internes 


Présents {mitochondries, golgi, 
lysosomes, etc.) 

Par des organités spécialisés : 
mitochondries 


Algues 


Chloroplastes 


Incomstante 

Protection 

Réseau macromoléculaire. 
Pas de mucopeptide 
Algues vertes : cellulose 
Champignons : chitine 


Pas de membrane nucléaire, le noyau 
est diffus dans le cytoplasme 

ADN, pas d'histones 

Nucléaires, plasmidiques 


Chromosome circulaire 
enchevêtré (aspect fibrillaire} 
En général unique 


Diision binaire de la cellule 
amitotique 
Rare et très variée 


Conjugaison sans fusion cellulaire, 
transfen partiel de matériel géné- 
tique d'une cellule donatrice 
à une réceptrice 

Absente 


Pas de réticulum éndoplasmique 


Pas de courants cytoplasmiques 
Très nombreux, libres (70 Si 


Absents 


Enrymes localisées au niveau 
de la membrane cytoplasmique 


Cyanobacténes (ex. algues bleu-vert) 
et quelques bactéries photo- 
synthétiques 

Pas dé chloroplastes, présence 
de chromatophores ou de systèmes 
membranes 


Constante, quelquefois réduite 
Protection 


Réseau macromoléculaire muréine., 
Pas de muréine chez Les Archéobhac 
térnies (composition variable) 








AUTO-ÉVALUATION ET EXERCICES 





ELA SAVEZ-VOUS VOTRE COURS ? 


° Présenter les différents groupes d'organismes cucarvo- 
tes et procaryotes, Dégager leurs caractères distinctifs. 


a ——. 


EXERCICES ET PROBLÈMES 


C'est... (1682-1723) qui  conçut 
le plus simple. 


1. Compléter les propositions suivantes 
1. 

le... 14 

Z Vers TH Moine co 


térvation  umvéerséllément Connu sous [Je nom 
3 Vers 1900... a mis au point la techni- 
RE Chirurgicale, 

4 La prévention de la... est la dernière grande 
œuvre de Pasteur, 

5, Metchnikoff établit les Hébges dia icicsacsuuss tt 
découvrant a... 


6. Watson et Cnck découvrent Je modéle 
ou NET en 196% li. ..........0n 1962 
7. La période actuelle est marquée me l'essor 


& On donne indisinctement le nom de... cu 
de... -romnmennoluisescumltelile. 
res qui sont démués che... A PA EE 

9 La... est la science qui a pour objet l'étude 
des protistés. 

10, La cellule... comprend un «vraie noyau 
entouré d'une... contenant deux jeux semblables 


CORRIGÉS 


Compléter par : 

Van Lecuwenhock : microscope, 

Pasteur ; pasteurisation. 

Lister ; d'asepsie, 

Rage. 

L'immunné cellulaire ; phagocytose ? 

Structure de l'ADN: structuré en double hélice. 

Génie génétique: bintéchnologiés. 

Protistes ; microbes ; différenciation celluliure. 
Microbiologie. 

1 Ewcarvote : enveloppe nucléaire : chromosomes : diplorde. 
11. Procuryote: apparcil nucléaire : membrane : chromo- 


sons : haphaïice. 


M] 


OR UPAREMNE= 


* Indiquer les caractères distinctifs entre cellules eucaryo- 
tes et cellules procarvotes. 


Il, Lacellule............. ne possède pas un « vrai » noyau 
mais un... cffus, on isolé du cytoplasme par 
une... avc, en général, un seul. ............... Elle 
CRT HA een 


2. Indiquer si les propositions suivantes 
sont vraies ou fausses. Si une proposition est 
fausse, le justifier 

1. Tous kes microbes sont des bactéries. 

ZL Ontrouve des algues parmi ke microbes. 

4 La mycologie est l'étude des bactéries des contrées 
Froniches. 

4 L'utilisation imdusinelle des microbes remonte au 
XIXE sèche et résulte des travaux de Pasteur. 

5 Les achéohactéries som des hachées découvertes 
dans les fouilles archéologiques. 

6 Pasteur met au point Le vaccin contre la rage sans 
aucune connaissance sur les virus. 

7, Lesribosones des bactéries et des bevures n'ont pas la 
même structure, 

# Les procaryoles peuvent se nourrir par phagexytuse, 
9, Les bactéries se divisent par mitose. 

10, Lu mise en œuvre des postulats de Koch impose 
l'expérimentation animale. 





2. Propositions vraies ou fausses 


1. Faux : on y trouve aussi dés algues, des champignons et 
des parasites. 

2. 6.7, 10, Vrai. 

# Faux : c'es l'étude dés champignons. 

4, Faux: dès l'Antiquité, les microbes ont été utilisés à 
grande échelle (rinification, vinaigre, fromage, etc.) mais 
Sans voument contre le nature des phénomènes en jeu, 

5,  Foux : ce sont des bacténes dont la structure semble très 
anchenne (archaïque) et que l'on trouve par exemple dans les 
sources chaudes, dans bes milieux très salés ou trés acides. 
# Faux :iln'ya jamais de phagocviose (chez les bactéries. par 
exemple, la parc nesde externe rend impossible ce processus). 
9% Faux :iln'y a pas de mitose chez ces organismes ; chez 
les bactéries, la division de l'ADN (qui n° est pas une métoigek, 
dure souvent environ 10 miruiés| ELA ar tal 


Chapitre 2 


Morphologie et structure 
des micro-organismes 


Les perfectionnement considérables apparus dans les 
techniques d'investigation biologique sont à la base des con- 
naissances de l'ulrastrocture cellulaire, &e limitant dans un 
premier temps à l'observation des cellules, ces techniques ont 


évolué au cours du KXF siècle vers la séparation puis l'analyse 
des différents éléments constitutifs, Il n'est pas question, ici, 
de les analyser dans be détail. I suffira d'en préciser le rôle 
dans la connaissance de l'ulhrastructure. 


1. Techniques d'étude 


1.1. Observation de la cellule 


La mise au pont du premier microscope par 
Antony Van Leeuwenhoek (fig. {Il} au cours du 
XVITÉ siècle marque le point de départ de la micro- 
biologie. L'appareil utilisé, constamment amé- 
horé depuis (fig. 11.2), permet avec des grandisse- 
ments pouvant aller jusqu'à 2 500 (1 000 étant 
l'utilisation courante) d'observer des structures 
dont la taille est de l'ordre de 1 um. Divers procé- 
dés peuvent être utilisés : 


e Mise au point 







Déplacement 
de l'objet 
Lentille | 4 
Porte-objet 


Figure 11.1 - Microscope. 
À Lan Lecrwenhonk 


— observation entre lame et lamelle, dite à 
l'état frais, de micro-organismes en milieu 
liquide. $a variante, la coloration à l'encre de 
Chine, assure la mise en évidence de la capsule. 
Le lutage de la préparation empêche sa dessicca- 
tion trop rapide ; 

— observation de frottis séchés, fixés et colorés. 
Les colorations de Gram et de Ziehl-Nielsén per- 
mettent la reconnaissance des bactéries pathog- 
nés ; d'autres font apparaître spécifiquement les 
cils, les spores, les corpuscules métachromati- 
ques. Les frottis sont examinés à « l'immersion » 
en plaçant une goutte d'huile spéciale entre la len- 
tille de l'objectif et la préparation afin d'obtenir 
une image plus nette. 

D'autres procédés nécessitant un système opti- 
que particulier ou additionnel sont quelquefois 
nécessaires, L'examen sur fond noir (condenseur 
spécial est indispensable pour observer les trépo- 
nèmes (syphilis). L'observation en contraste de 
phase révèle les détails morphologiques des 
micro-organismes vivants non colorés. 






Figure I,2- Microscope simple, 
Premier miorgacope Groduit en pile série par Con ess à Jen 
an 1447. 


Tout cela concerne la microscopie dite photo- 
nique, où l'on utilise le rayonnement lumineux. 
Le pouvoir de résolution reste cependant limité et, 
pour révéler des éléments d'une taille de 5 à 
10 nm, on fait appel à la microscopie électroni- 
que (fig. LL.) en utilisant la propriété des différen- 
tes structures de retenir où de laisser passer un 
faisceau d'électrons. Cette technique exige une 
préparation préalable du matériel cellulaire. 

Les méthodes de fixation du matériel biologi- 
que (par exemple tétraoxyde d'osmium), d'inclu- 
sion (par exemple résine époxy) puis d'observa- 
tion de coupes ultrafines en microscopie 
électronique — après traitement par des sels de 
métaux lourds comme les sels d'uranium ou de 
plomb (coloration positive), par l'acide phospho- 
tungstique (coloration négative) ou par vaporisa- 
tion d'un métal tel que l'uranium, l'or ou le platine 


1 


riqure 1.3 - Microscope électronique à balayage. 
Dacumrant Philipe] 


qui bombarde sous un angle donné la préparation 
à étudier (ombrage)- donnent accès à la structure 
fine de la cellule. 

Le procédé plus récent de crrodécapage, qui 
n'exige pas les étapes de fixation et d'inclusion, évite 
en mème temps toutes les altérations et artefacts 
inhérents aux méthodes précédentes. Après congél- 
ton rapide, l'échantillon cellulaire est « cassé » dans 
une enceinte réfnigérée, Le film de platine et de car- 
bone qui recouvre la surface mise à nu réalise 
l'ombrage de la préparauon. Après élimination de 
l'échantillon biologique par dissolution dans un 
mélange d'eau de Javel et d'acide sulfurique, on 
obtient un moulage des surfaces intracellulaires pro- 
dues au cours de la fracture des cellules. 

La microscopie électronique à balayage 
(NMLE.B.) permet d'obtenir des images « en relief » 
de la cellule bactérienne. Enfin, l'amélioration 
constante des techniques photographiques et leur 
adaptation au microscope permettent la conserva- 
tion des Images. 


1.2. Séparation 
des constituants cellulaires 


L'étude plus précise des constituants cellulaires 
nécessite leur séparation. Pour les libérer, il faut 
rompre les enveloppes protectrices de la cellule 
(paroi et membrane). On a recours à différents 
procédés : 

- les ultrasons : 

- les enzymes, comme le lysozyme, qui détrui- 
sent la paroi bactérienne ; 


— la pression osmotique, où des bactéries trai- 
tées par le lysozyme et placées en milieu hypoto- 
nique gonflent et éclatent ; 

— la pression mécanique, où le broyage par des 
billes de verre assure la rupture de la paroi et de la 
membrane : 

- le froid, par le procédé de cryolyse, c'est-à- 
dire par congélations et décongélations successi- 
ves. 

Les méthodes de fractionnement par ultra- 
centrifugation ou par centrifugation en gra- 
dient de densité {le plus souvent en gradient de 
saccharose) permettent de séparer les différents 
organites cellulaires. 


1.3. Analyse fine ultrastructurale 


Pour rechercher, en microscopie électronique, 
un où plusieurs constituants chimiques au niveau 
cellulaire, on peut avoir recours à l'analyse cyto- 
chimique ultrastructurale. 

L'autoradiographie permet ainsi de localiser 
les sites de synthèse de composants macromolé- 
culaires chez lesquels s'incorpore un précurseur 
marqué. Après contact plus ou moins prolongé 
entre les cellules et lé précurseur radioactif puis 
élimination de l'excès du métabolité marqué, les 
cellules sont fixées puis incluses selon les règles. 
Les coupes sont ensuite placées sur un support 
(lame de verre ou grille de microscopie électroni- 
que) puis recouvertes d'une émulsion photogra- 
phique. Au cours du temps de contact, les sels 
d'argent (Ag*} sont réduits en argent métallique 
par les radiations émises par l'isotope radioactif. 
Les préparations sont ensuite « développées » 
comme s'il s'agissait d'un film puis colorées pour 
mettre en évidence l'organisation cellulaire. 
L'observation microscopique révèle, d'une part, 
les structures cellulaires et, d'autre part, des amas 


de grains noirs (argent réduit) alignés ou regrou- 
pés, correspondant aux sites de synthèse des 
macromolécules. 

Les méthodes i miques poursuivent le 
mme objectif de localiser dans la cellule on composant 
macromoléculaire appartenant où étranger à la cellule (anti- 
gène baciérien, virus, ec.) Hautement spécifiques, elles 
reposent sur les affinités particulières existant éntre antigènes 
él anticorps homologues. Pour localiser une substance anti- 
génique x dans une cellule, on la met en contact avec des anti- 
corps marqués. La formation de complexes antigènes-anti- 
corps siables permet de repérer la présence du constituant 
x, En microscopie optique, les anticorps sont couplés à un 
chromophore fluorescent, habituellement liscthiocvanate de 
uorescéine, En microscopie électronique, le marqueur cou- 
plé à l'anticorps doit être opaque aux électrons, À cette fin, 
l'anticonps peut étre associé à la ferritine, une protéine riche 
en fer. Dans un autre procédé, l'anticorps est lié à une enzyme, 
la péroxyduse. Aprés contact anticorps-cellules, les coupes 
sont incubées en présence d'un peroxyde, l'eau oxygénée, et 
d'un donneur d'hydrogène, la diaminobenzidine (DAB). Le 
traitement des coupes au tétranxyde d'osmium, qui sc fixe 
préférenticllement sur Le complexe antigène-anticorps-DAB. 
détermine un précipité opaque aux électrons au niveau du 
COMpiene. 


L'étude de chaque constituant pris isolément 
peut être entreprise. Elle fera appel aux procédés 
classiques du fractionnément chimique : 

- hydrolyse acide (chlorhydrique, trichloracé- 
tique) ; 

- mise en solubhon par solvants organiques 
(alcool, alcool-éther). 

On arrive à obtenir séparément les glucides, les 
protéines, les lipides et les acides nucléiques. 
Cette étude sera complétée par des traitements 
enzymatiques (endopeptidases et exopeptidases, 
glucosidases, endonucléases ét exonucléases, 
lipases, etc.), des analyses chromatographiques 
ou électrophorétiques, des séquençages protéi- 
niques ou nucléotidiques. 

On pourra obtenir ainsi la composition chimi- 
que globale de la cellule bactérienne telle qu'elle 
est donnée dans le scie LE 7. 


2, Cellule bactérienne 


Les bacténes sont les plus petils organismes 
connus doués de métabolisme et capables de croi- 


tre et de se diviser aux dépens de substances nutri- 
tives, Leur diamètre est habituellement d'environ 
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Tableau 11.1 - Constitution chimique des bactéries. 
D'après € Senez, Microbiologie générale, Goin, Paris]. 
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um. Durant de longues années, on a considéré la 
bactérie comme un « sac d'enzymes » car le pou- 
voir de résolution du microscope optique était 
insuffisant pour révéler les détails de sa structure, 
C'est la microscopie électronique avec ses diffé- 
rents modes d'exploitation qui a mis en lumière 
l'archniecture de la bactérie telle qu'elle est repré- 
sentée sur la fcire 14. Les coupes ultrafines ont 
permis en particulier de découvrir sa structure 
détaillée, La cellule apparaît entourée d'uné enve- 
lopre rigide, la paroi, qui lui donne sa forme, sa 
résistance et qui entoure une seconde enveloppe 
beaucoup plus mince et plus délicate, la mem- 
brane cytoplasmique. Le cyloplasme sous- 
jacent, en général très homogène, contient essen- 
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tellement des granulations d'acide ribonucléique, 
les nbhosomeés, parfois aussi des substances de 
réserve qui rendent sa structure plus grossière. [Il 
nc renferme aucun des organites décrits dans la 
cellule eucaryvote (réticulum  endoplasmique, 
mutochondnes, etc.) 

Dans le cytoplasme, l'appareil nucléaire se 
distingue par son aspect fibrillaire, finement réti- 
culé, Î n'est pas entouré d'une membrane. La 
paroi, la membrane, le cytoplasme et l'appareil 
nucléaire représentent les structures essentielles 
de la cellule, qui sont toujours présentes. D'autres 
structures peuvent éventuellement s'y adjmindre : 
la capsule, enveloppe externe, qui peut prendre un 
développement considérable lorsqu'on favorise la 
synthèse de ses constituants ; les flagelles, de 
naluré protéique, qu confèrent à la bactérie sa 
mobilité ; enfin les pif ou fimbriae, plus fins que 
les Hagelles, ngides et cassants : certains, appelés 
pili sexuels, joueraient un rôle au cours de la con- 
jugaison bacténenne : les spores, enfin, qui sont 
des formes de résistance n'existant que chez cer- 
taines espèces bactériennes. 


2.1. Morphologie cellulaire 


Lorsqu'on observe des bactéries au microscope 
optique à partir de prélèvements pathologiques ou 
d'un rmuliéu dé culturé, on reconnait rapidement la 
forme des cellules, leurs dimensions et, enfin, les 
arrangements ou lés groupements qu'elles consti- 
tuent entre elles, Toutes ces informations définis- 
sent la morphologie bactérienne qui a constitué 
durant dé longues années le énière essentiel de 
reconnaissance et d'identification. 


2.1.1. Taille 


Le schéma de la figure 125 montre que les bac- 
téries se situent entre les virus et les algues unicel- 
lulairés ou les protozoaires., Dans les zones limi- 
tes, il existe des chevauchements, c'est-à-dire que 
les plus grandes des bactéries, comme certains spt- 
rilles, atteignent la taille d'une algue et que les 
plus pettes ont des cimensions analogues ou 
mème inférieures à celles de certains gros virus. 
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Figure 1.4 — Schéma de la cellule bactérienne. 
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Figure 11.5 - Dimensions des bactéries par rapport aux 
virus, aux cellules sanguines, aux protozoaires, 
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Les quelques exemples suivants permettent de 
bien situer les différences de taille : 

- les mycoplasmes comme Av. preumoniae., 
de l'ordre de (,1 yum : 

— les entérobactéries comme £ coli, 1 x 2 à 
3 um ; 

- les tréponèmes (par exemple Treponema 
pallidum), de 0,1 à 0,2% 5 à 20 um : 

- les spirochètes, de 0,2 à 0,7 x 5 à 500 um. 


2,1.2, Forme 


Les formes des bactéries sont extrémement 
diverses, Nous en retiendrons trois principales : la 
forme sphérique ou coccoïde, la forme cylindri- 
que où en bätonnet et la forme spiralée ou hélicoï- 


l 


2,21, Formé SphérIque 

Elle caractérise les cocc1 (pluriel de coccus) 
(hu, 116) Le mode de division de ces derniers 
donne naissance à des groupements typiques, uti- 
les à observer du point de vue diagnostique, Chez 
les diplocoques, chaque cellule se divise dans un 
seul plan et donne naissance à deux nouvelles cel- 
lules étroitement associées : ellés ont un aspect 
etfilé en « flamme de bougie » avec les pneumo- 
coques, elles sont rémfonmes ou en « grain de 
café » avec les gonocoques ou les méningoco- 
ques. Lorsque ce mode de division se poursuit 
régulièrement, la bactérie engendre des chainettes 
plus ou moins longues, caractéristiques des strep- 
tocoques. 

Les coccl qui se divisent successivement sur 
deux plans forment des groupements de quatre 
cellules, les tétrades. D'autres, en se multipliant 
dans les trois diréctions de l'espace, composent 
des cubes réguliers de cellules, que l'on rencontre 
chez les sarcines, où des amas asymétriques dits 
en grappes comme chez les staphylocoques. 

Ces différents types de groupements sont repré- 
sentatifs de l'espèce, Cette concordance n'est pas 
systématiquement observée mais elle peut être 
mise utilement à profit en tenant compte surtout de 
l'aspect prédominant. 


2,1,2.2. Forme cyinarique 


Les formes cylindriques ou en bhätonnet 
is. IT 7) sont aussi diverses que celles des cocci. 
On en distingue deux principales : le bätonnet 
droit où bacille et le bätonnet mcurvé ou vibrion. 
La première caractérise de nombreuses bactéries : 
les entérobactériés aux extrémités arrondies, les 
Bacillus beaucoup plus gros et néttément rectan- 
gulares, Les bacilles fusiformes aux extrémités 
effilées, en fuseau, les corynébactéries renflées à 
l'un de leurs pôles, « en massue ». Ces dernières 
offrent en outre des modes dé groupements très 
particuliers «en palissade » ou «en paquet 
d'épingles ». 

Comme les cocci, les bacillés peuvent être asso- 
ciés deux par deux en diplobacilles ou former de 
véritables chaïînettes, Dans certains cas, le corps 
bactérien lui-même peut étre déformé par une 
endospore centrale, subtermunale où terminale. 
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Parfois, ces bacilles peuvent être de très petite 
taille et se confondre avec des cocci : on leur 
donne alors le nom de coccobacilles. 

La deuxièmé forme cylhindnque est celle du 
vibrion, bacille incurvé «en virgule». Les 
vibrions ne constituent qu'un seul genre réumis- 
sant de nombreuses espèces aquatiques et quel- 
ques espèces pathogènes pour l'homme (4. cho- 


lérue ]. 


2,1.2,3, Forme $pirauéé 


Qn là rencontre chez un petit groupe de micro- 
organismes (he 11%}; possédant uné structure 
typique, un corps hélicoïdal et extrémement 
allongé. On les distingue entre eux par leur lon- 
gueur, le nombre et l'amplitude de leurs ondula- 
tions. Les leptospires, de 5 à 10 um de long, ont 
des extrémités en crochet ; la taille des tréponé- 
mes peut atteindre 15 um ; celle des Spirochetra, 
de beaucoup supérieure, se situe entre 30 et 
SO0 um. 


2.1.2.4, Autres formes 


En dehors de ces aspects bien connus, nous MenthONNeTUNs 
la forme pédonculée propre aux Candebacter, lu forme fila- 
menteuse des hicténes ferrugineuses oui Sphoacroiles, enfin 
les formes mycéliennes, à peine ramifiées chez les mycobac- 
iénies et nettement ramiftée chez les Actinomycètes 


2.9, Paroi 


Enveloppe caractéristique de la cellule proca- 
ryote, la paroi rigide est un véritable « exosque- 
lette » qui confère à la cellule sa forme et lui per- 
met de résister à la forte pression osmotique 
interne comprise entre 5 et 20 atmosphères. 

La paroi est notamment formée d'un polymère, 
le peptidoglycane (encore appelé mucopeptide 
ou muréine ou mucocomplexe}. La distinction 
entre bactéries à Gram positif et à Gram négatif 
repose sur une différence de composition chimi- 
que pariétale. 

La paroi joue un rôle essentiel dans la division 
cellulare tout en servant de vecteur primaire à sa 
propre biosynthèse, Certaines de ses couches sont 
le site de nombreux déterminants antigéniques 
majeurs. L'un de ceux-ci, le lipopolysaccharide, 





Figure 116 - Morphologie bactérienne : les cocci. 
a: S'ephylococcus aureus ; Bb: Siranstococous sgafariee : ©! Streniococeus faecais : d: Dipococcus preumoniese ; 6 : Neissera 
meningitiais ; À: Melssens gonorhosse (photos à et l'renraduites avec l'aimabfe autorisation du Pr. Monte, Strasbourgi,. 
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Figure IL.T- Morphologie bactérienne : les bacilles. 
a: Listena monacytogenss ; à: Bacillus subis : © : Proteus vulgans ; di Wire choterae. oiotos rgroduites avec l'aimalre autanss- 
ton du Fr. Montail, Strabourgl,. 





Figure 1,8 - Morphologie bacténenne : les spirochètes, 
a: Treponeme palidum : b : Leptospra suatrarae. b 
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Figure 1.9 - Morphologie bactérienne : autres formes. 
a: stepiomyces : à: Micromonaspors, 


propre aux bactéries à Gram négatif, n'est autre 
qu'une endotoxine douée de propriétés pharmaco- 
logiques puissantes. La paroi ne constitue pas une 
barrière sélective comme la membrane : elle est 
perméable chez les bactéries à Gram négatif, L'un 
des feuillets, la membrane externe, s'oppose 
pourtant à la pénétration des plus grosses molécu- 
les. 


2.2.1. Mise en évidence 


L'étude des constituants de la paroi nécessité au 
préalable son isolement des autres éléments cellu- 
laires, Les anciennes méthodes d'extraction chi- 
mique ont fait place à de nouveaux procédés fon- 
dés sur la désintégration des bactéries par broyage 
à l'aide d'abrasifs ou sous l'effet des ultrasons, ou 
par congélations et décongélations successives, 
ou encore sous l'action d'enzymes. Les parois 
brutes ainsi obtenues sont purifiées par centrifu- 
gation différentielle puis lavage à l'eau disullée 
pour éliminer les composants cytoplasmiques, 
Examinées au microscope électronique, elles res- 
semblent à des sacs aplatis, froissés et présentant 
une déchirure par laquelle les constituants cyto- 
plasmiques se sont échappés. Leur surface est lisse 
et leur contour dessine parfaitement la morpholo- 
gie de la cellule (fie. 410 et 111) L'étude chi- 
mique précise de la paroi peut être entreprise, 
après vérification de sa pureté, par observation 
Micros CopIique. 


2.2.2. Composition chimique 


La paroi représente 20 % du poids sec de la cel- 
lule bactérienne. On y rencontre des éléments 
diversement représentés selon les espèces, La 
coloration de Gram révèle très grossièrement ces 
différences. Le able 2 établit cette comparai- 
son entre les bactéries à Gram positif et à Gram 
négatif. 


2.2.2,1, Osamines 

Après isolement, purification puis hydrolyse 
dés constituants de la paroi, plusieurs osamines 
ont été isolés : 

— la N-acétylelucosamine ; 

- l'acide N-acétylmuramique, qui représente 
l'éther lactique en position 3 de la N-acétyleluco- 
samine : 

- la galactosamine, qui est présente chez certai- 
nés espèces seulement et en faible proportion, 

L'acide muramique, grâce à une fonction semi- 
aldéhydique réductricc et un groupe carboxyle 
libre, peut établir des liaisons entre les peptides et 
les polvosides ; 11 joue ainsi un rôle prépondérant 
dans la structure pariétale. 

Les formules de ces composés sont reproduites 
sur la figure He T2 


22,2.2, ACides aminés 


Trois acides aminés peuvent être qualifiés de 
majeurs parce qu'ils sont isolés régulièrement 
chez la plupart des bactéries. Ce sont : la D-ala- 
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Figure 1.10 - Paroi bactérienne d'Escherichia coli vue 
en microscopie électronique. 


Fiqure 11,11 -E, co en MEET, après cryofracture. 
Cette technique permet de visualiser l'aspect des surfa- 
ces cellulaires comme la membranes cytoplasmique ou 
la paroi (avec l'aimable autorisation de M. Kniebieller at 
JP, Chauvin IEDM Luminy Marseille). 


nine et la L-alanine, l'acide glutamique, la lysine 
où l'acide diamino-pimélique (forme L ou méso) 
selon les cas, La profonde analogie entre ces deux 
derniers corps explique sans aucun doute leur 
alternance dans les espèces bactériennes. On 
rencontre en outre d'autres acides aminés, la 
glycine chez St aureus, l'acide aspartique chez 
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Tableau 1.2 - Composition chimique globale de la paroi 
chez les bactéries à Gram positif et à Gram négatif, 
D'après C. Senez, Microbiologie générale, Cain, Paris). 
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Figure 11.12 - Les osamines de la paroi bactérienne. 
a: Nacétigiucosamine ; b: Acide N-acétyimuramique, 


L. acidophilus, etc, I faut remarquer l'absence de 
nombreux acides aminés que l’on rencontre habi- 
tuellement dans les protéines. 


2.2.2,4 Acides teichoïques 


Présents uniquement chez les bactéries à Gram 
positif et pouvant représenter jusqu'à 50 % du 
poids de la paroi (soit environ 5 % du poids sec de 
la bactérie), ils sont localisés soit dans la paroi, soit 
dans le feuillet externe de la membrane cytoplas- 


mique et ils pourraient avoir un rôle antigénique. 
Deux types d'acides teichoïques ont été isolés. Ce 
son : 

— lepolynbitol-phosphate, polymère linéaire, ren- 
contré en particulier ché St qureus (fs, LB) 11 
est localisé dans la paroi ; 

— le polyglycérol-phosphate plus ou moins 
glycosylé, isolé en particulier chez £. subrilis 
(fig. FE ai, 8tr. faecalis… 
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Figure A3 - Acides teichoiques, 
a : à olycérel : b : à ribitol. 


Localisés au niveau de la membrane, ils sont 
généralement liés à un glycolhipide du type poly- 
glycosyl-diglycéride et sont alors appelés « acides 
lipoteichoïques », notamment chez Str. lactis. 


Ds ncides dite tichuromiques, fermés d'acide glucures- 
nigué et de N-ucctyiglucosamine, ont été isolés chez 
&. icheneformis. 


CH; 


29,24, Üses simples 


Ils sont nombreux à être mis en évidence : glu- 
cose, galactose, mannose, fucose, etc. Certains 
d'entre eux sont spécifiques (rhamnose chez les 
Streptococcus du groupe A). Leur nature et leurs 
types d'associations dans les chaînes polvosidiques 
confèrent aux antigènes de paroi leur spécificité, 


2225. Lipides 


Ils sont présents en faible quantité et, parfois 
mème, presque totalement absents chez les bacté- 
ries à Gram positif, Ce sont essenuellement des 
lipides simples entrant dans la composition des 
lipopolysaccharides des bactéries à Gram négatif. 


22.26, AGides mycoliques 

Ces molécules ne sont présentes que chez cer- 
taines espèces particulières, les bactéries acido- 
alcoolo-résistantés telles les mycobhacténes. Ce 
sont des acides gras à très longue chaîne (C = 60) 
ramifiée et présentant des méthylénations. Sur la 
figure IL 14 est reproduite la formule de l'acide 
&-mycolique. 

Chez les corvnébacténes, des acides à plus 
courte chaîne (C = 32 à 36) ont également été iso- 
lés, On leur donné le nom d'acides connémyco- 
liques. 


2.2.3. Structure moléculaire 


En microscopie électronique, on observe une 
nette différence de structure entre les parois 
des bactéries à Gram positif et à Gram négatif. 
La paroi des Gram positif est en général plus 
épaisse (de 15 à 80 nm) et d'aspect plus homo- 
gené, alors que celle des Gram négatif est plus fine 
(de 6 à 15 nmjet plus hétérogène fe, FE FU JET 
til), L'élément structural de base pour toutes 
les bactéries est le pepudoglycane. 
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Figure 1.14 - L'acide x-mycoliqué, 


2.2.3.1. Peptidoglycane 

[I s'agit d'un glycosaminopeptide comportant 
une molécule de N-acétylglucosamine et une 
molécule d'acide N-acétyImuramique reliées 
entre elles par une Haison glycosidique, L'acide 
acétylmuramique est en outre associé à une courte 
chaïne peptidique de quatre acides aminés appelée 
tétrapeptide : deux alamnes, un acide glutamique 
et une lysiné. La structure dé ce mucopeptide, qui 
représente l'élément de base de la paroi, peut être 
schématsée de la façon suivante : 

- les unités mucopeptidiques sont polyméri- 
sées grâce à deux principaux types de liaisons : 

— l'acide acétylmuramique en est, en quelque 
sorte, lé ciment Grâce à ses groupements car- 
boxyle libres, il est relié aux chaînes peptidiques : 
grâce à ses fonctions semi-aldéhydiques, il réunit 
les molécules d'acétylglucosamine (fie, 4115). 
Cette structure de polymère en réseau, qui donne à 
la cellule sa rigidité, est caractérisée par : 

- les liaisons glycosidiques 1-4 entre l'acide 

N-acétyImuramique et la N-acétylglucosamine, 


- l'ordre invariable des acides aminés qui se 
succèdent dans Le chainon tétrapeptidique, 

- l'existence des formes D et L. 

- laliaison f-glycosidique, qui unirait l'acide 
teichoïque au résidu N-acétylglucosamine, 

- le pontage entre la D-alamne d'un tétrapep- 
tide et la L-lysine d'un autre tétrapeptide voisin, 
grace à un pontapephde de glycine. 

Ainsi se forme le peptidoglycane, polymère 
d'un poids moléculaire élevé, structure de base de 
toutes les parois et qui représente jusqu'à 90 % du 
matériel de cette paroi. 

Il peut différer, selon les cas, par des constituants secon- 
dires, en particulier par Les acides aminés du chainon pepti- 
dique et par la nature des ponts inierpeptidiques fe. Hé: 

— Si. aureus : L-ala-D-elu-L-lvsD-ala ; deux peptides voi- 
sains reliés par un pont pentaglycine : 

- E coli: Leals-D-glu-DAP-Dala ; deux peptides voisins 
reliés directement éoire la D-alanne de l'un et le DAP de 
l'autre ; 

— Micrococcus fvsodeikticws : L-ala-D-glu-L-Iys-Di-ala 
L-gly ; deux peptides voisins reliés par un peptide de même 
composition. 





Figure IL15 - Structure du peptidoglycane représentée en deux plans superposés. 
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Figure 1.16 - Peptides et liaisons interpeptidiques dans 
le peptidoglycane. 


Ces différences déterminent un réseau plus ou 
moins serré : lâche pour les formes sphériques 
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Figure (117 - Schéma des enveloppes cellulaires des 
bactéries à Gram positif. 

MC: mernbrane cytoplasmnique : P: peptidoglycane : PL: 
phospholgidés : AT: acides téchoïques: ALT: acides 
lpoteichoïques : PS : protéines de surface (5. Layer : couche de 
surface présente chez certaines espèces comme Bacillus et 
Clostridium, peut également se trouver chez des Grarn mégatit). 


pour les formes bacillaires (liaison interpeptidique 
directe). 


2.2,3.2. Bactéries à Gram positif 


Les acides teichoïques représentent le deuxième 
composant essentiel de la paroi des bactéries à 
Gram positif ; ils constituent jusqu'à 50 % du 
poids sec de la paroi. Ce sont des polymères com- 
posés d'unités glycérolphosphates liées en 1,3 ou 
1,2 où d'unités ribitolphosphates liées en 1,5 ou 
encore d'unités plus complexes dans lesquelles le 
glycérol ou le ribitol sont associés à des sucres 
comme le glucose, le galactose ou la N-acétylglu- 
cosamine. Ils contiennent souvent de grandes 
quantités de D-alanine attachées au glycérol en 
position 2? ou 3, ou au ribitol en position 3 ou 4. 

La localisation exacte des acides téichoïques au 
niveau des enveloppes est mal connue. Au cours du 
fractionnement cellulaire, la plupart restent soudés 
au matériel de paroi par l'intermédiaire d'une unité 
de liaison, un trimère de glycérolphosphate. Pour- 
tant, un petit pourcentage, sous forme d'acide gly- 
cérolteichoïque, demeure relié à la membrane 
cytoplasmique. Les acides lipoteichoïques de 
membrane sont unis, par liaison covalente, aux 
glycolipides membranaires (fig. HF. 
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Figure 1.16 - Schéma des enveloppes cellulaires des 
bactéries à Gram négatif. 

MC: membrane cytoplasmique ; P: peptidoglyéans : ME : 
membrane exteme : LPS : lipopolysaccharides avec LA (lipides A 
Co fcore) AgÔ (polsacchandes de l'antigéne À : LE : lipoprotél- 
nes de Braun ; Po: porines ; Lp : lipogrotéines, 


2.3.3. Bactenes a Gram négatif 


Là paroi présente une structure stratifiée plus 
complexe. Outre le peptidoglycane de base, elle 
comprend trois autres structurés polymériques 
externes ou reliées à ce peptidoglvcane, On distin- 
eue en effet : 

- une couche phospholipidique dite mem- 
brane externe pour la différencier de la mem- 
brane cytoplasmique et qui contient des protémes 
importantes : 

- un lipopolysaccharide (LPS) : 

- enfin, une lipoprotéine assurant la liaison 
entre la membrane externe et le peptidoglycane et 
conférant une certaine solidité à l'ensemble. 


2.2,43.43.1. Membrane externe 


Elle possède les caractéristiques fondamentales 
d'une membrane biologique. Elle est constituée 
d'une double couche de phospholipides amphipa- 
thiques dans laquelle une assez large fraction de 
ces molécules phospholipidiques est remplacée 
par des molécules hpopolysacchandiques (LPS). 

Comme la membrane cytoplasmique, c'est une 
mosaique Muide contenant un lot de protéines spé- 
cifiques enchässées dans la matrice phospholipi- 
dique. Parmi celles-ci, on distingue des protéines 
majeures représentant 70 % des protéines mem- 
branares, groupées pour former des pores au 
niveau de cette membrane externe. On leur donne 
le nom porine. Elles permettent la diffusion de 
petites molécules, Nombre de ces protéines sont 
désignées sous le terme Omp (pour outer 
membran pratein). Plus de 40 ont été isolées de 
30 espèces bactériennes différentes. 

La porne OmpC forme des pores de 1,1 nm, l'OmpF de 
1.2 nm chez E coli, Elles traversent de part en part la mem- 
brane externe et sont fortement liées au peptidaglycane. On 
disungue aussi des protéines dités mineures (au moins 1X1 
impliquées dans le transport spécilique dé petites molécules 
par ailleurs trop volumineuses pour passer à travers les pores, 
comme la vitamine 514, certains complexes ferniques, des 
nuchécendes où des ohgosacchandes (maltose)]. Ans ls pro- 
Wine Lamb est spécifique de la pénétration du maltase et des 
mallodextanes. Plusieurs de ces pruines servent de nécep- 
leurs à des phages (Tel Lamb est le site de Gxaton des bac 
téniophages Let K 10 ou à des colicines spécifiques, Enfin, on 
trouve des lipoprotéines dont kes unes sont reliées au pepti- 
doglreunre tandis que les autres se trouvent à l'état libre dans 
la membrane externe, 
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2.2.3.4.2. Lipopolysacchande 


Le lipopolysacchanide (fie. #} des bactéries à 
Gram négatif est également connu sous le nom 
d'endotoxineé parce qu'il est fortement lié à la 
surface cellulaire et n'est libéré qu'après lyse 
cellulaire. Après extraction à partir des cellules 
intactes puis hydrolyse ménagée {par exemple, 
en mélange phénol-eau à 90°C), on obtient le 
lipide A, support de la toxicité de la molécule 
entière, et un polysaccharide responsable de la 
spéciliconé antigénique du complexe. 

Le lipide À est, en fait, un glycophospholipide. 
C'est un polymère composé d'unités disacchari- 
ciques de glucosamine reliées entre elles par des 
ponts pyrophosphates et auxquelles sont ratta- 
chées de longues chaines d'acides gras, On peut 
noter la présence constante de l'acide B-hydroxy- 
myristique, un acide gras en C14, spécifiquement 
rencontré et caractéristique de ce lipide. 

Le polysaccharide du LPS est formé d'une par- 
te centrale, le core qui est commun à toutes les 
bactéries à Gram négatif mais dont la composition 
peut varier sensiblement selon les espèces (par 
exemple, Saimonella, Shigella}, et de chaînes laté- 
rales faites de séquences répétitives distinctes en 
fonction des espèces ou des sérotypes (par exem- 
ple, Salmonellar. Le core fe. 21 du lipopolysac- 
chanide de Salmanella comprend 5 hexoses (dont 
la N-acétylglucosamine) suivis de 2 heptoses puis 
de 3 résidus d'un sucre en CS, le cétodésoxvocto- 
nate (KDO. Dans un LPS donné, chaque chaîne 
latérale polysaccharidique contient les mêmes 
séquences répétitives constituées de sous-unités 
de trisaccharides, tétrasaccharides ou penta- 
saccharides. Chez les entérobactéries, particulië- 
rement bien étudiées, la chaîne latérale appelée 
polysaccharide O. pour la distinguer du polysac- 
charide du core, comprend 4 hexoses (galactose, 
glucose, rhamnose, mannose) ainsi que 1 ou plu- 
sieurs sucres inhabituels : les didésoxyhexoses 
{abéquose, colitose, paratose, tyvélose). Ces chaï- 
nés sont plus ou moins longues même au sein du 
mème micro-organisme, pouvant contenir jusqu'à 
A unités répétitives, 


2,2.3.3.3. Liponrotéine de Braun 


C'est une petite molécule polypeptidique de 
58 acides aminés portant à son extrémité N termi- 


nale des constituants lipidiques (M : 72 kdi et qui 
compte un très grand nombre de copies dans les 
cellules d'E. coli (7 105). Elle existe sous forme 
libre (2/3 des molécules) ou sous forme liée au 
peptidoglycane (1/3 des molécules). 

La partie lipidique est enchässée dans la membrane externe 
par des lusons hydrophobes avec les phospholipides : la par- 
tie proéinique est assockée au peptidoglycanc par liaisons 
covalentes (par exemple, E coli} entre les groupements NH, 
des lysines et les groupements COOH des acides diaminopi- 
méliques des chaînons latéraux tétrapeptidiques. 


2.2,4.3.4, Espace pénplasmique 


Les bactéries à Gram positif synthétisent diver- 
ses exoenzymes capables de fragmenter les élé- 
ments nutritifs et de les rendre accessibles au 
métabolisme (par exemple, protéase) où de déna- 
turer des antibiotiques (par exemple, pémicilli- 
nase) où encore de produire un effet nocif (par 
exemple, exotoxine). Au contraire, la plupart des 
protéines élaborées par les bactéries à Gram néga- 
tif sont retenues dans l'espace périplasmique com- 
pris entre les deux membranes interne et externe. 
Elles peuvent être libérées par transformation des 
cellules en sphéroplastes ou par choc osmotique, 
ce qui rend compte de leur localisation. 


2.2.3.3.5. Autres types de parois 


Chez les entérobacténies, les trois feuillets parétaux, bien 
que visibles et différenciés à l'examen au microscope élec- 
tonique, sont intimement soudés l'un à l'autre. Cela n'est pas 
le cas pour tous Les bacillés à Gram négatif. Ainsi chez les 
Moraxella, les Virreescille et chez Serum serpens, la cou- 
che mucopeplidique est assez distincte de l'enveloppe 
externe, laquelle présenté une certaine souplesse due à ses 
ondulations, Avec les spirochètes. ce phénomène est encore 
plus accentué : l'enveloppe externe, spiralée, apparaît nette- 
ment séparée de la muréine_ Dans cet espace interpariétal sont 
localisées les nombreuses fbrilles du flament axial. 

Chez les Methanobacterales (archéobacténes). le pepti- 
doglycane {si on peut l'appeler ainsi} présente une structure 
très différente, C'est un polymère constitué de N-acétyl-D- 
glucosamine ou de N-acétyl-D-galactosamine alternant avec 
des résidus de N-acétyl-D-talosaminuronique liés en 1,3. Les 
sous-unités peptidiques associées comprennent l'alanine, 
l'acide glutamique et la lysinc. 

Chez les mycobacténes (par exemple, M cuberculosis) la 
paroi est caractérisée par une grande richesse en lipide en par- 
üuculier en acides gras comme les acides mycoliques 
(figure HE HAL 


2.2.4. Fonctions 


Pour bien comprendre le rôle de la paroi, on peut 
procéder aux expériences suivantes qui tendent à 
la supprimer. On utilise l'action d'une enzyme 
spécifique, le lysozyme, qui rompt les liaisons f1-4 
des chaînes polyosidiques du peptidoglycane. 

* Première expérience : elle est réalisée sur un 
bacille à Gram positif, 8. subrilis (fig. TL TVA), La 
paroi est détruite, la cellule gonfle et éclate. Pour 
éviter la lyse, on équilibre la pression interne par 
une forte concentration de saccharose. Dans ces 
conditions, la paroi est détruite mais la cellule 
n'éclate pas : elle prend une forme sphérique que 
l'on appelle protoplaste, Par rapport à la bactérie 
initiale, elle a perdu ses propriétés antigéniques, 
ne fixe plus les bactériophages et ne se divise plus. 





Figure 1194 - Naissance d'un protoplaste de 8. subtilis. 
La par s'est rompus à une extrémité et le protoplaste 5 
dégage (*< 50 000} fhato répraduité avec l'aimable autarisation 
de Mme Ayter, Institut Pasteur). 
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Figure 11196 - Ephéroplastes d'Eschenichis conti. 


inshiul Pasteur de Lie, Laboralovre dé microscopie éféchomoue, Pr. Wier. 
à ; x 16 000 ; b : marquage autoradiographique, » 46 000 ; & : en formation, » 9 000. 


+ Deuxième expérience : on réalise la même 
expérience que ci-dessus sur une bactérie à CGram 
négatif LE. coli) (fe, lY81. En milieu hypersac- 
charosé, la paroi est détruite mais la cellule 
n'éclate pas : elle prend une forme globuleuse, 
que l'on appelle sphéroplaste, qui a conservé tou- 
tes les propriétés de la bactérie initiale. 

Cette différence est logique puisque l'enzyme 
agit au niveau du pepudoglycane ét que la paroi 
des bactéries à Gram négatif possède, en plus, 
d'autres couchés qu restent intactes. On peut con- 
clure de ces expériences que : 

- la paroi joue un rôle dans la forme de la 
cellule : 

— elle joue également un rôle dans la résistance 
à la pression inteme de la cellule car 11 faut tra- 
vailler en milieu hypertonique pour éviter la lyse 
de la cellule sans paroi : 

— le peptidoglycane ne joue certainement aucun 
rôle dans les propriétés antigémiques, la division 
cellulaire ou la fixation des bactériophages. 


2.2.4.1. Propriétés antigéniques 


Bien avant l'isolement et la caractérisation chimique de la 
paroi. il tait admis que les principaux constituants antigéni- 
ques bactériens, de même que les récepteurs hactériophagi- 
ques, Se trouvaient eu niveau des structures cellulaires de sur- 
face. La nature de ces substances a été largement étudiée mais 
leur topographie et leur localisation anatomique n'a pu être 
véritablement établie qu'après l'isolement des stnectures de la 
paroi et de le membrane. Les différences chimiques que l'on 
aconstatées entre les bactéries à Cru positif et à Girum néga- 
UT se retrouvent, amplhiñées. au niveau de la structure antigé- 
nigue. Les deux exemples suivants sont propres à illustrer ces 
différences. 
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2.2.4,1.1. Bactèrnes à Gram positif 


Chez les bactéries à Gram positif, le mucocom- 
pléxe représenté sans doute lé constituant essen- 
tiel de la paroi. Cependant, l'existence d'autres 
polymères, d'autres structures étroitement asso- 
ciées au mucocomplexe devient rapidement évi- 
dente, Ces constituants « supplémentaires » sont 
plus importants du point de vue antigénique que le 
mucocomplexe. Chez les Sraphylococcus, ce sont 
les acides teichoïques ou leurs sous-unités poly- 
holosidiques qui sont les principaux antigènes. 
Chez les Sireprocaccus, deux catégories d'antigé- 
nés ont été s0lées, Les uns de nature polyosidique 
sont appelés antigènes C en raison de leur nature 
hydrocarbonée ; 1ls sont à la base de la classifica- 
ton antigénique de Lancefield qui définit un 
grand nombre de groupes sérologiques, À, B, C, 
D, E, etc. À chaque groupe correspond un 
antigène € distinct, c'est-à-dire un où des polyho- 
losides différents. Dans le groupe A qui rassemble 
la plupart des Srreprococci pathogènes pour 
l'homme, l'antigène € contient essentiellement 
un rhamnose et de la N-acétylglucosamine. Le 
groupe G est caracténisé par le rhamnose et la N- 
acétylgalactosamine. 

Les autres, de nature protéinique, sont appelés 
antigènes M, T et KR. La protéine M est la plus 
importante sur les plans immunologique et phy- 
siopathologique. Elle permet en effet de différen- 
cier, à l'intérieur du groupe À, 56 types sérologi- 
ques différents, Elle est aussi le support de la 
virulence des souches. La représentation topogra- 
phique de ces antigènes est reproduite sur la 
fioure 20. 


_ Capsule : 
saicrde hyraluronique 
: Farol : 
à protéines, antigènes M, T, A 
s carbobdrate : 
H-acétyhghecosamins, 
rhamnose 
.. Mucopeptide : 
« N-acétylglucosamens 
acide N-acétyimuramique 
# alamine, acide glutamique, 
Le lesine, glycine 
TR Membrane cytoplasmique t 
"+ protéines, lipides, glucose 


Figure 11.20 - Constituants antigéniques de paroi chez 
les Streptococci du groupe À. 

A M Krausl': Srepiococoi and Strepiococcal Dissases : Aca- 
demic Press, 19721 





2.2.4.1.2, Bactéries à Gram négatif 


La plupart des Enterobacteriaceae, les Salmo- 
nella en particulier, possèdent les deux antigènes 
principaux, somatique À et flagellaire H. Ces 
dénominations proviennent d'observations faites 
à propos des Proteus: les souches flagellées, 
mobiles, envahissent la surface des géloses en for- 
mant un film, en allemand Hauch, d'où le nom 
d'antigène H. Les souches non flagellées, immo- 
biles, se cultivent en colonies isolées sans former 
de film, One Hauch {sans film) en allemand, 
d'où l'appellation antigène ©. Celui-ci, le seul qui 
retiendra notre attention, est un gros complexe où 
sont étroitement associés glucides, lipides et pro- 


téines. C'est l'antigène elucido-lipido-polypepti- 
dique (fig. 4.18) isolé pour la première fois par 
Boivin et Mesrobeanu à l'aide d'acide trichlora- 
cétique. Il est pariétal et correspond aux deux cou- 
ches lipopolyholosidique et lipoprotéinique. 

La classification des Salmonella par Kauffmann 
et White en groupes sérologiques puis en sérotypes 
repose sur la diversité des facteurs O et H, les pre- 
miers étant désignés par des chiffres allant 
de 1 à 65. La spécificité antigénique dépend de la 
nature de ces lipopolvholosides ou de leurs cons- 
tituants sucrés et de leur mode de liaison. Les prin- 
cipaux sucres isolés peuvent être rassemblés en 
trois sroupes : les hexoses comprenant le glucose, 
le galactose, le mannose ; les 6-désoxyhexoses 
comme le fucose, le rhamnose ; des sucres particu- 
hiers, les 3-6-didésoxvhexoses tels le tyvélose ou 
3-6-didésoxy-D-mannose, le colitose ou 3-6-didésoxy- 
L-galactose, l'ahéquose ou 3-6-didésoxy-D-galac- 
tose, cic. Ainsi, l'antigène OÙ est rencontré chez 
Srvphi, S enteritidis, S gallinarum-pullorum. 
Toutes les souches qui ont en commun le facteur 
antigénique 09 font partie du groupe D des Salme- 
nella L'antigène (4 est présent chez S. pararvphi 
B, $.tvphi murium.…. I caractérise le groupe 
B. Ceuc constitution polyholosidique permet la 
classification des différentes espèces sérologiques 
en 16 groupes chimiques appelés chémotypes. Le 
tableau 11.3 en donne quelques exemples. 


Tableau 11.3 - Sucres constitutifs des antigènes © chez les Salmonella. 


{Extrait de Kaufimann, Luderitz, Stierin et Westohal, 1960! 
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Ces propriétés sont à la base d'applications pra- 
tiques importantes, En effet, elles permettent 
d'identifier une espèce bactérienne par ses carac- 
tères non seulement morphologiques, culturaux 
ou biochimiques mais aussi antigéniques, Cette 
carte d'identité antigénique est appelée sérotype. 
D'autre part, lors d'une infection, on peut être 
amené à rechercher les anticorps apparus par 
asclutination directe avec des préparations anti- 
géniques spécifiques connues {voir & 5.3.). Avec 
E, coli, on retrouve cette mème diversité antigéni- 
que (jusqu'à 157 antigènes © différents). Leur 
recherche, associée à celle des antigènes de sur- 
face, est utile dans le diagnostic des gastro-enté- 
rites infantiles. 


2.2.4.2. Fixation dés bactériophages 


Les espèces bactériennes sont capables de fixer 
des virus appelés bactériophages. Cette propriété 
est également liée à la paroi où se trouvent des 
sites de fixation. Chez les bactéries à Gram positif, 
ces sites sont localisés au niveau des acides ter- 
choïques. Cette fixation représente le premier 
stade de l'infection par un bactérniophage. Elle 
peut être suivie de la lyse bactérienne (infection 
lytique). Cette propriété est utilisée pour identifier 
certaines espèces, cette carte d'identité étant appe- 
lée lysotype (voir $ 5.41. 


2.2.4.3, Coloration de Gram 


La paroi bactérienne peut être plus ou moins 
perméable au passage de certains solvants. Cette 
propriété est mise à profit au cours de la colora- 
tion de Gram. 

En 1884, Gram, un médecin danois, mit au pennt 
la méthode de coloration qui porte son nom. Elle 
consiste à traiter un frottis où un étalement bacté- 
rien séché, fixé à la chaleur, par une solution de 
violet de cristal puis par une solution tlo-odurée 
{Lugol}. En soumettant la préparation à l'action de 
l'éthanol, les cellules bactériennes réagissent de 
deux façons et forment deux groupes : les unes, 
dites à Gram négatif, se décolorent rapidement 
sous l'action du solvant ; les autres, au contraire, 
conservent leur coloration violette et sont dites à 
Gram positif. Pour accentuer le contraste, la pré- 
paration est finalement traitée par de la fuchsine 
ou de la safranine : les bactéries à Gram négatif se 
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colorent en rose, tandis que celles à Gram positif 
restent colorées en violet. 

La constance et la valeur de la réaction de Gram 
laissent entendre qu'elle doit correspondre à des 
différences chimiques fondamentales entre la paroi 
des bactéries à Gram positif et celle des bactéries à 
Cram négatif. C'est bien ce que nous avons vu plus 
haut, Mais le rôle de cette constitution chimique au 
cours de la réaction n'est apparu clairement qu'à la 
lumière d'expériences relativement récentes. 

Lorsque des bactéries à Gram positif sont colo- 
rées par la méthode de Gram puis soumises à 
l'action du lysozyme, les protoplastés obtenus 
sont également colorés en violet. Le siège de la 
coloration se situe donc au niveau du cytoplasme. 
Les protoplastes traités par l'alcool se décolorent 
instantanément, Dès lors apparaît une explication 
logique du phénomène : la paroi des bactéries à 
CGram positif constitue un rempart, une barrière 
interdisant le passage de l'alcool ; celle des bacté- 
res à Gram négatif autorise ce passage et le cyto- 
plasme coloré en violet se décolore. La coloration 
de Gram traduit donc bien une différence de struc- 
ture pariétale chez les bactéries en même temps 
qu'une différence fonctionnelle. 


2.2.5. Biosynthèse 


Elle se déroule avec lé concours d'ensymeés cyioplismiques 
a membranaires, Ce qui est le mieux connu concerne la syn- 
thèse du peptidoghycane, structure principale et essentielle de En 
paroi bactérienne. Strominger en a décent les trois étapes. 

Au cours d'un premier stade (fie, TI, l'élément de base 
qui se répète dans la structure de la chaîne centrale, un 
N-acétyl-muramylpentapeptide, est synihétisé sous la 
forme de son dérivé UD à partir de ses précurseurs, 4 N-acé- 
mlelucosamine, Le phosphoënolpyruvaie et les cinq acides 
aminés, La dernière réaction greffe à l'extrémité de la chaine 
Wipepüidique un dipeptide D-alansl-D-alanine qui se forme 
indépendamment à partir de deux D-alanines et d'ATP. La for- 
mation de ce dipepude peut Ëtre inhibée par un antiiiotique, la 
cvelosérine, un analogue structural qui entre en compétition 
avec la Dalanine, L'ensemble du cycle se déroule dans le 
cytoplasme. 

Dans Li deuxième étape ‘62. 1222) intémaent un imtérmné 
diure lipidique, ke undécapényl-phosphate fixé à la mem- 
brane par son extrémité non polure ét qui sent dé bras pour 
accepter puis céder, sur son extrémité polaire. Le groupe osi- 
dique dé l'UDP-acétylmuramylpentapepude. La M-acétyl- 
glucosamine, apportée sous forme d'UDPacétylglucosa- 
mine, s'y associe pour donner naissance au disaccharide 
répétitif ce lachaîne, ke N-acétyImuramylpentapeptide- f-1-4- 
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Figure I.21 - Synthèse de peptidoglycane de paroi chez Staphylosoccus aureus. 
Première étape endocelulaire : alle conduit à la formation du précurseur, l'UOF-N'acétyimuramypentapentide Sirominger, 1962). 
Les doubles trañts indiquent les étapes bloquées par les différents inhibiteurs. 
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Figure 1.22 -Synthèse de peptidoglycane de paroi 
chez S'anhylococous aureus. 

Ceusième étape membranaire : elle donne naissance au pet 
dogtvcans porteur d'une unité disacchañdique Biochimie : 
Lahninger Femmeron Médecme-Sciences, Fans, at Morth 
publishers inc. New York, 19771. 


N-ucétylglucosamine lié à l'undécapényl-phosphate. De cour- 
es chaînes peptidiques sont alors ajoutées au disacchande 
pour assurer la réticulation : elles varient dans leur composi- 
ion en fonction de l'espèce, Chez Se cureus, 1 s'agit d'un 


pentaglscocolle, L'unité disscchandique est ensuite transié- 
rée sur l'extrémité en croissance du polymère peptidoglvcane 
au comtact de la surface externe de la cellule. L'undécapényt 
es alors libéré sous forme de pyrophosphaté, réaction pouvant 
ëtre inbibée par un antique spécifique, La bacitracine. 

Dans la dernière étape, la réticulation entre les chaînes est 
réalisée par une réaction de transpephdation pouvant dire 
inhibée par la pénicilline qui empêche ainsi la synthèse de 
paroi, alors que de plus gros du travail a été accompli. 

Les dimensions des chaînes varient selon les espèces : elles 
peuvent comporter de 2 Ki résidus N-acétybmuramr 
pentapeptide- B-1-4-N-acétylglucosamine, 

D'autres substances chimiques peuvent agir au niveau de 
cette biossnthése et l'inhiber : 

des colorants tels que le violet de gentiane qui agit dans 
la première étape (és TT 

- des antibiotiques tels gue la cyclosénne, la bacitracine ét 
La pémoilline déjé chées ainsi que la novobiocine qui inter- 
vint comme la bacitracine au niveau de la deuxième étape 


2.2.6. Bactéries sans paroi rigide : 
les mycoplasmes 
Découvertes en 1KOS, ces bactéries ont d'abord té appe- 
Lées PPLO foleuro-precenenredike-erganéon) parce que leur 


premier représentant ÉLun responsable de la pheurs-pneumo 
nié des bovidés Ces micro-creaméeness sont maintenant appé: 


Il 


ls My. pneumoniae. Le groupe s'est largement étendu et de 
très nombreuses espèces ont été décrites, responsables 
d'infections chez l'animal ou faisant partie de flores normales 
des muqueuses de l'homme, Ce sont des cellules sans parmi 
nigide, de forme globuleuse plus où mins allongée et de très 
petite tale (0,1 pi Enrusondeces dimensions minuscules 
et de leur plasticié, elles sont capables de traverser des filtres 
retennt habituellement des bucténes, d'où leur nom. virus fil- 
trants, qui leur a été attribué à tort durant de nombreuses 
années. Leur enveloppe externe comprend une membrane 
unique à triple feuillet dépourvue de véntable paroi cellulaire, 

Du fait de cette absence de peptidoglycanc, ces micro- 
ereanismes Sont trés sensibles à la pression osmotique. wux 
détergems et à l'alcool, mais ils sont évidemment insensibles 
aux agents antibacténens dirigés spécifiquement contre la 
paroi. 

Un peut les cultiver sur des milicux complexes contenant 
en particulier du liquide d'ascite où du sérum animal mais, 
jusqu'à présent, les substances permettant leur croissance 
n'ont pas été isolées, On sait simplement qu'elles uulisent le 
cholestérol présent dans le sérum pour l'élaboration de leur 
membrane, Sur des milicux solides convenables, elles for 
ment des colonies ds, 1221 ou, plus, des masses cytoplas- 
miques d'aspect indéfini ct varié, parfois globuleuses avec 
des zones granuleuses. 

À partir de 193$. on a isolé des bactéries sans paroi dérivant 
spontanément de nombreuses espèces bactériennes et que 
lon s appelées forme L'Hike) en raison de leur ressemblance 
avec les PPLO, Ensuite, on a pu induire au laboratoire l'apra- 
oitson de formes L par sélection sur dés milieux à concentra- 
don sublétle en annmiotique antiparoi (tel que la pénicilhuee ) 
et à concentration sine équilihrante. 

Les analogies entre mycoplasmes ec formes L sont évi- 
dentes. Ainsi, on téndrait actuellement à considérer ces hic 
ténes comme des formes Les naturelles » apparues dans des 
conditions particulières de milieu puis stabilisées et défini. 
ivement fixées, capables de se reproduire en l'absence de 
paroi rigide. 








Figure 123 - Mycoplasma preumonise. Microscopie 
électronique. 


Colonie en microscope à balayage. (G. et & Sberelt L Bact, 
1970, 102 865-B6il. 
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2.3. Membrane cytoplasmique 


Son existence peut être déduite d'assez nom- 
breuses observations. Citons tout d'abord la plus 
simple et la plus ancienne, le phénomène de plas- 
molyse, au cours duquel le cytoplasme d'une bac- 
térie placée en milieu hypertonique se rétracte, ce 
qui né peut s'expliquer que par l'existence d'une 
membrane, En microscopie électronique, celle-ci 
est individualisée morphologiquement sur des 
coupes ultrafines. Mieux encore, des membranes 
peuvent être isolées par centrifugation différen- 
üelle à partir de protoplastes lavés puis lysés en 
milieu isotonique. 


2.3.1. Mise en évidence 
et composition chimique 


Les membranes cytoplasmiques isolées et 
observées au microscope en contraste de phase 
présentent un aspect homogène, de faible densité, 
Leur structure, révélée sur les coupes ultrafines 
examinées en microscopie électronique, ést con- 
Formé en tous points à launit membrane, ou mem- 
brane de base. Elles ont une épaisseur de 7,5 nm 
environ et comportent un feuillet interne transpa- 
rent de nature lipidique pris en « sandwich » entre 
deux feuillets denses, opaques aux électrons, de 
nalure protéique. 

L'analyse chimique de ces membranes révèle 
trois types de substances : des lipides, des protér- 
nes et des glucides. Les molécules lipidiques sont 
de loin les plus abondantes. Pourtant, les protéines 
sont de plus grosses molécules et, en poids, elles 
dépassent nettement les premières : les propor- 
tions sont environ de 60 à 70 % de protéines et de 
30 à 40 % de lipides. 

Les protéines existent sous de très nombreuses 
formes. une centaine d'espèces protéiques ayant 
été reconnues. Les glucides (glucose, glucosa- 
mine, éte.), faiblement représentés, sont quantita- 
tivement des constituants mineurs. 

Dans une membrane donnée, il n'existe que 
quelques espèces de lipides, chacune reproduite à 
de très nombreux exemplaires. Le cholestérol 
n'est jamais rencontré chez les bactéries, excep- 
tion faite des mycoplasmes. On n'y décèlera que 
des phospholipides, en particulier le phosphati- 


dylglycérol evou la phosphatidyléthanolamine 
(PE). 

Les membranes des bactéries à Gram positif 
contiennent l'un de ces composants, ou les deux, 
avec plusieurs autres substances de nature voisine 
telles que l'acide phosphatidique et le diphospha- 
üdylglycérol, tandis que les membranes des bac- 
téries à Gram négatif ne renferment qu'un seul ou 
deux types de molécules lipidiques. 

La membrane cytoplasmique contient surtout 
les enzymes de la chaîne respiratoire, c'est-à- 
dire les déshydrogénases et les coenzymes qui leur 
sont fonctionnellement associées : NAD, FAD, 
cyiochromes, cytochromes oxydases. 

D'autres enzymes impliquées dans la synthèse 
des lipides complexes, dans les constituants de 
paroi et dans la réplication de l'ADN y sont loca- 
lisées. 


2.3.2. Structure 


Les lipides sont à la base de la structure de la 
membrane. Chaque molécule hpidique est amphi- 
pathique (ou amphiphile} ; elle est caractérisée par 
une partie hydrophobe soluble dans l'huile, inso- 
luble dans l'eau, et une partie hydrophile ayant les 
propriétés opposées et porteuse d'un groupement 
phosphate chargé négativement. Compte tenu de 
la solubilité incompatible de leurs groupements, 
les molécules s'organisent spontanément en deux 
couches moléculaires, le double feuillet. Les par- 
ties hydrophobes se font face et sont protégées du 
milieu aqueux tandis que les têtes hydrophiles 
externes y sont immergées, On retrouve ainsi 
l'architecture générale de toutes les membranes 
faites de deux couches hydrophiles séparées par 
une couche hydrophobe. Cette organisation se 
présente à grande échelle avec la membrane cyto- 
plasmique ou à petite échelle au cours de la for- 
mation de vésicules cytoplasmiques. Elle empé- 
che le passage des molécules hydrophiles et 
constitue ainsi une véritable barrière imperméable 
à ces substances. 

La structure bimoléculaire dé la membrane 
cytoplasmique n'est pas statique ; éllé est con- 
forme au modèle dit en mosaïque fluide proposé 
par Singer. Chaque couche monomoléculaire 
représente un fluide à deux dimensions où les 
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Fiqure 1.34 - Structure schématique de la membrane 
cytoplasmique. 

Modèle de la mosaique fluide (pour & clarté du schéma l8 taille 
des phospholipiées est exagérée par rapport aux protéines 


molécules peuvent se déplacer latéralement en 
échangeant leurs positions à très haute fréquence 
(1 million de fois par seconde) (fig. /124/, 

Comme dans toutes Les membranes, on distin- 
gue dans la membrane cytoplasmique deux caté- 
vories de protéines : les protéines extrinsèques et 
les protéines intrinsèques. Les protéines extrin- 
sèques, encore appelées protéines périphériques, 
sont liées fublement à la membrane (liaisons 
électrostatiques) : elles apparaissent sur une des 
deux faces du double feuillet ét n'ont aucun grou- 
pement inséré dans la zone hydrophobe. Les pro- 
téines intrinsèques ou internes (probablement 
toutes) traverseraient complètement le double 
feuillet membranaire pour apparaître sur les deux 
faces, interne et externe, de la membrane. 


2.3.3. Fonction 


Indépendamment de son rôle dans le processus 
de biosynthèse (par les enzymes qui sont locali- 
sées à son niveau) et dans l'excrétion d'enzymes 
hydrolytiques (espace péniplasmique), la mem- 
brané joue un rôle essentiel dans la respiration et 
dans les transferts de substances, 


2.3.3.1. Respiration cellulaire 


Les chaînes respiratoires de la membrane bac- 
térienne sont semblables à celles des mitochon- 
dries ; à titre d'exemple, celle d'E. coli est repré- 
sentée sur la figure 1125 ; elle fait interverur le 


d3 


FAD, une hétéroprotéine fer-soufre, une quinone 
et deux cytochromes (b et oh. La chaîne respira- 
toire est à l'origine d'un gradient électrochimi- 
que (voir chap. IV}: chez E coli, ce gradient se 
caractérise par une forte concentration externe de 
protons (différence de pH d'environ 2 unités) et 
par une différence de potentiel de 70 mV. La 
phosphorylation st assurée grâce à la force pro- 
ton-motrice de ce gradient de protons par 
l'intérmédiaire d'un système de deux protéines 
membranaires, F; et F,, qui forment l'ATPase res- 
ponsable de la réaction de phosphorylation. 
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2,432 Transfert de substances 


La membrane cytoplasmique joue le rôle de bar- 
rière en empéchant, d'une part, la fuite des com- 
posés intracytoplasmiques quel que soit leur poids 
moléculaire et, d'autre part, les pénétrations anar- 
chiques des constituants extracellulaires. C'est 
elle, aussi et surtout, qui assure les échanges en 
absorbant les éléments utiles au métabolisme, en 
excrétant d'autres molécules et en éliminant les 
déchets. Elle régit donc l'entrée et la sortie des 
mélabolites. Perméable à l'eau ét à de nombreuses 
molécules, elle sélectionne le passage de certames 
poules molécules organiques et empêche celui des 
composés macromoléculaires. 

2.4.2, 1. Diffusion 

Avec de petites molécules hydrophobes (0, 
N3...) où polaires non chargées (H,0, urÉE, 
CO...) la membrane se comporte comme un sys- 
tème physique ordinaire, assurant les échanges au 
mème titre qu'une membrane inerte. La loi de 
Fick, qui définit le mouvement des molécules en 
milieu inerte, peut rendre compte du phénomène. 
Le flux moléculaire s'onente des zones les plus 
concentrées vers les zones les moins concentrées 
pour tendre finalement vers un état d'équilibre où 
les taux de substances sont égaux, Par ailleurs, la 
vitesse de passage sera linéairement proportion- 
nelle à la concentration exténeure. I s'agit donc 
d'une diffusion simple passive (fie 112601, 

Pour Les molécules de tulle plus importante et 
hydrophiles, la diffusion dans le sens du gradient 
de concentration peut se faire de deux manières : 

— diffusion passive par canal protéique 
fie, {26b) 

- diffusion facilitée par protéine porteuse 
JifEr fi. tr Le 

La différence essentielle entre les deux tient au 
Fait que dans le cas de la protéine porteuse, celle- 
ci subit un changement de conformation lors du 
transport ét n'est accessible que sur une de ses 
deux faces (cytoplasmique ou externe) à la fois. 
Par contre, le canal protéique n'implique pas ce 
changement de structure, et ceci entraine des 
vitesses de transfert beaucoup plus importantes. 

Chez les bactéries à Gram négatif, ces canaux 
pratéiques Sont himatés à la membrane externe (voir 
2.2.3.3.1, porines) et ils sont fort peu spécifiques. 


2.332822, Transport actif 

La pénétration par diffusion simple ou facilitée 
ne peut expliquer à elle seule les échanges cellu- 
laires, Les bactéries, comme les autres types cel- 
lulaires, admettent et concentrent sélectivement 
certaines substances et en rejettent d'autres, Cec 
leur permet d'assurer, d'une part, l'équilibre chi- 
mio-osmotique de part et d'autre de la membrane 
et, d'autre part, la pénétration de substances contre 
un gradient de concentration. Dans tous les cas, les 
mécanismes dé translert néceéssilent un apport 
énergétique et sont regroupés sous la dénomina- 
tion transport actif. 

* Transports ioniques. Les transfents ioniques 
sont assurés par des systèmes À TPases où un cou- 
plage chimio-osmotique permet le transfert de 
l'ion de façon concomitante à l'hydrolyse d'ATP. 
Chez les bactéries, des ATPases assurent ainsi le 
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transfent des ions K*, L'ATPase KT est une pro- 
téine intramembranaire de 70 à 100 kd ; elle fait 
pénétrer les ions K* à l'intérieur de la cellule, Ce 
système est appelé transport actif primaire ou 
uniportfiz. fn, 

+ ATPases non ioniques. D'autres ATPases 
sont présentes chez les bactéries à Gram négatif 
(possédant une membrane externe). Elles sont non 
ioniques et assurent une étape du transport spéct- 
fique de molécules lors de la traversée du péri- 
plasme et de la membrane cyioplasmique. Ce sys- 
tème couple le transport de nombreux solutés 
organiques (sucres, acides aminés) à l'hydrolyse 
de l'ATP. Les solutés ayant traversé la membrane 
exterme par l'intermédiaire des porines sont pris en 
charge par des transporteurs spécifiques appelés 
protéines « de liaison de substrat » ou protéines 


« affines » (fe, 1127) Ces protéines avant fixé le 


PEP, Pyr. + 4-À 
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Figure 1.26 - Les différents modes de pénétration des substances à travers le membranes cyloplasmique. 


“diffusion passive transmembrengre ; 
: diusion passive par canal spécifique où non spécifique : 
fusion fecdiée par protéine porteuse ; 
2 transport actif pramairé (unipeet) ; 
: cotransport actif {sympart) ; 
: cotransport actif lantiport) : 
9 “transport par translocation de groupe ; 
: molécules à transporter ; 
DC : molécules de coiransport : 
PEP : phosphoënolpyruvate : 
pyr : pynuvete. 
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soluté subissent alors un changement de confor- 
mation leur permettant dé se fixér au transporteur 
protéique de la membrane cytoplasmique, Ce der- 
mer possède une activité ATPasiqué apportant 
ainsi l'énergie nécessaire pour le transfert du 
soluté dans le cytoplagme. I s'agit là encore d'un 
type de transport actif primaire où « umiport » 
(fre. É ZE}, 

* Transport par < translocation de groupe ». 
Chez les bactéries, un autre système d'hydrolyse 
d'un composé phosphoryié (autre que l'AFP), le 
phosphoënolpyruvate (PEP), permet le transport 
de nombreux sucres à travers la membrane, Ce 
transfert s'accompagne d'une phosphorylation du 
soluté. Ce système est appelé « translocation de 
groupe» où « phosphoëénolpyruvate phospho- 
transférase » (ie. di dGut, 

- Système ATP synthétase. D'autres systèmes 
de transport ioniques sont couplés à des transfents 
d'électrons. C'est le cas de la chaine respiratoire 
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membranaire (voir chap. IV}. Le transfert des 
électrons Le long de cette chaîne entraîné une sor- 
lie active de protons créant ainsi un gradient 
(H* ext, HŸ int). Celui-ci permet à son tour, par 
transport vers l'intérieur des protons, la synthèse 
d'ATP par un système de couplage osmochimique 
diffusion de protons-svnthèse d'ATP). La rentrée 
des H° se fait par une protéine membranaire à acti- 
vil ATP synthétase, Elle est constituée de deux 
parties, F,et F,.F,(M : 147 kd) est intramembra- 
naire et assure le transfert des protons. F; 
(MM : 381 kdh est soluble, se détache facilement 
de la membrane et est située du côté cytoplasmi- 
que ; elle est responsable de l'activité ATP syn- 
thétase. On retrouve ce système chez certaines 
bactéries anaérobies smictes (tel Propionieeniuim 
madestum) où. cette fois-ci, il s'agit du transfert 
d'ions Na*. Un gradient, par sortie active de Nu*, 
est assuré par des décarboxylases membranaires. 
Il permet la rentrée de ces ions couplée à la syn- 


thèse d'ATP. Une protéine membranaire, à acti- 
vité ATP synthétase du même type que la précé- 
dente, assure ce mécanisme. 

* Cotransports : « symport » et « antiport ». 
Le transport de nombreuses substances est couplé 
à un gradient ionique. Ce système, appelé trans- 
port actif secondaire, assure le transfert de solu- 
tés comme les sucres (lactose) ou des acides ami- 
nés (proline. C'est un système dit de cotransport, 
le transfert des ions, dits ions moteurs, entrainant 
le cotransport du soluté en question (fig, 2 Jé 
eff}. I peut avoir lieu dans le même sens 
isymport : entrée de lactose-entrée de HT: entrée 
de proline-entrée de H*) ou en sens opposé 
(antiport : sortie de Ca**-entrée de HF: sortie de 
Na”-entrée de H°}. La « P-salactoside perméase » 
d'E. coli en est un exemple bien connu. C'est une 
protéine très hydrophobe intramembranaire de 
AT acides aminés. Elle assure la pénétration du 
lactose en symport avec la pénétration d'ions H° 
(permise par la présence d'un fort gradient proto- 
nique). La cinétique de transport a un comporte- 
ment muchaclien (d'où le nom « perméase » 
donné à ce type de mécamsme}. Pour une valeur 
bien définie du potentiel électrochimique du pro- 
ton, on détermine les constantes cinétiques V 
et Kt (constante de transport par analogie à Km, 
constante de Michaelis). La stœchiométrie de 
transiert généralement admise est de IT. Le sys- 
ème contribue à l'accumulation du lactose, mais 
en réalité, étant utilisé, 1 ne s'accumule pas, 
l'avantage essentiel du système étant d'accélérer 
la vitesse de transport, D'autres systèmes protéi- 
ques de transport de type perméase ont été 1denti- 
fiés, telle l'œ-galactoside-perméase chez E. coli 
où les ions « moteurs » peuvent être variés (HT, 
Na*, Li*}. De même, on a pu mettre en évidence 
des transporteurs protéiques dé type pérméase 
pour le xylose, l'arabinose, le mannose et les aci- 
des aminés. 

+ Exportation de protéines. Enfin, l'exporta- 
tion de protéines synthétisées dans le cytoplasme 
de la bactérie reste un problème à l'étude, Ces pro- 
téines peuvent avoir deux destinées : soit être 
excrélées par la bacténe (toxines, exoenzymes…}, 
soit être destinées aux membranes (protéines 
intrinsèques..)}. I semble que, dans tous les cas, 
elles soient synthétisées avec, du côté MN terminal, 


une séquence supplémentaire, clivée par la suite, 
pour donner la protéine mature. Cette séquence, 
appelée séquence signal, aurait un rôle essentiel 
dans la Maison de la protéine avec le cûté cytoplas- 
mique de la membrane, première étape du trans- 
fert, Ensuite, par l'intervention de protéines appe- 
lées protéines chaperons, la protéine à transférer 
acquerrait une structure compétente permettant la 
traversée de la membrane ou translocation. Les 
protéines intninsèques, elles, auraient un système 
incomplet ne leur permettant pas de traverser 
complétement la membrane. Ces mécanismes 
sont à rapprocher de ceux, mieux connus, du trans- 
fert de protéines à l'intérieur du réticulum endo- 
plasmique des cellules eucaryotes. 


2.3.4. Histoire d'un artefact : 
les mésosomes 


Outre la membrane cytoplasmique qui limite Le 
contenu intracellulaire de la bactérie, l'existence 
de structures membranares intracytoplasmiques, 
appelées mésosomes (fx 28), est Le fruit 
d'observations datant des années 1955-1960, Ces 
mésosomes apparaissaient, en microscopie élec- 
ironique, comme des expansions ou des Invagina- 
uons de la membrane, de structure vésiculaire, 
tubulaire ou lamellaire. [ls étaient visibles chez les 
bactéries à Gram posté Bacillus) mais rarement 
chez les bactéries à Gram négatif. On pouvait les 
extraire de la membrane par action du lysozyme 
en mieu hypertomique. Leur composition chrmi- 
que n'était cependant pas fondamentalement dif- 
lérenté de celle dé la membrane elle-même. 

D'autres observations plus récentes, à partir de 
préparations congelées très rapidement et cryodé- 
capées., donc sans étape de fixation chimique, ont 
momiré que ces struclures n'étaient plus visibles. 
Elles réapparaissent dès que l'on utilise des tech- 
niques incluant des témps de fixation relativement 
longs au tétroxyde d'osmium notamment. 

Elles apparaissent donc comme des artefacts de 
préparation, S'il est difficile de nier totalement 
leur existence sur les photos, on peut affirmer 
qu'elles ne possèdent certainement pas l'aspect 
observé en nucroscome électromique m1 le rôle 
physiologique qu'on leur a attribué dans la respi- 
ration cellulaire. 





Figure 11.28 - Artéfact Mésosomes vue en microscopie 
électronique. 

Enstut Pasteur de Lie, À Pettorez et coût.) : Mycobactentam 
he : noter la structure tubulaire ét les liaisons avec là mem- 
brane cytopasmique au moment de la division ; x 30 000. 


2.3.5. Biosynthèse de la membrane 


Les synthèses des protéines et des lipides sont indépendan- 
tes. Celle des phospholipides a lieu dans le cytoplasme et 
semble être soumise à une certaine régulation par la tempé- 
rature de croissance ect selon la phase de croissance (voar 
chap. Il. Cependant, aucun mécanisme précis n'a encore été 
décrit, Celle des protéines à lieu au niveau de polysomes liés 
à la membrane cytoplasmique, Elles sont ensuite intégrées 
(voir 8 LA3.Z2). C'est au niveau de cette biosynthèse 
qu'agiraient des antibiotiques spécifiques comme la poly- 
myxine (voir chap, Vi 


9.4, Cytoplasme 


Le cytoplasme est un hydrogel colloïdal com- 
prenant une phase dispersante constituée par une 
solution de sels minéraux et de composés solubles 
de nature lipoprotéique, une phase dispersée far- 
mée de nucléopratéines et de lipides. Son pH est 
situé entre 7 et 7,2 En dehors du matériel 


À 


nucléaire, les principaux éléments constitutifs du 
cytoplasme sont les ribosomes et les acides ribo- 
nucléiques, les substances de réserve et, enfin, cer- 
tains organites spécialisés. 


2.4.1. ARN et ribosomes 


Les ribosomes sont de petites granulations 
sphériques de 10 4 30 nm de diamètre qui parais- 
sent remplir totalement le cytoplasme, excepté Les 
régions nucléaires, [ls fixent les colorants basi- 
ques comme le bleu de méthylène. Leur constante 
de sédimentation est de 705 pour une masse 
molaire de 3.10Ÿ daltons, Ces particules peuvent 
se dissocier en deux sous-unités lorsqu'on les cen- 
inifuge en l'absence d'ions Me** : les unes, les 
plus volumineuses, ont une constante de sédimen- 
tation de S0S et une masse molaire de 
2.106 daltons : les autres. de 30 5, ont une masse 
plus faible de 1.10% daltons, 

Les ribosomes sont constitués exclusivement 
d'ARN (63 jet de protéines (37 %), Les cellules 
bactériennes en contiennent des quantilés varia- 
bles, Celles d'E. coli en révéleraient 18 O00 envi- 
ron. L'ARN dés ribosomes représente de 80 à 
90 % de l'ARN total cellulaire. Î est caractérisé 
surtout par son manque de spécificité puisque, 
quelles que soient les espèces bactériennes, la 
séquence des bases constitutives est la même. 

Chaque sous-unité possède son ARN et ses pro- 
téines propres : 

- ARN 165 et protéines 8 (small, où petit) pour 
la sous-unité 305 ; 

— ARN 233$ et 58 et protéines L (large, ou 
grande) pour la sous-unité 50 S. 

Chaque sous-unité 50 $ est donc reliée à une 
sous-unité 305$ par l'intermédiaire de liaisons 
ARN-protéine et protéine-protéine. 

L'association particulière dans la sous-unité 
50 S de l'ARN et des protéines L détermine deux 
sites spécifiques qui jouent un rôle précis au cours 
de la traduction des chaines d'ARN en protéines. 
Ces sites sont appelés sites P (comme peptidyl) et 
À (comme aminoacyl). 

Les rnbosomes sont en effet le siège de la o- 
synthèse des protéines. C'est à leur niveau que Les 
acides aminés s'unissent les uns aux autres par 
liaison peptidique pour former une chaîne poly- 


peptidique. Îl est établi que les particules de ribo- 
somes sont souvent associées par une chaine 
d'ARN messager, réalisant ainsi des structures en 


chapelet qu'on appelle des polysomes. 


2.4.2, Granulations 
et substances de réserve 


La bactérie peut accumuler des matériaux orga- 
niques ou inorganiques constituant généralement 
des réserves d'énergie. Lorsque ces substances 
atteignent une taille suffisante, elles forment des 
granulations, lesquelles sont visibles quelquefois 
au microscope. D'une façon générale, chaque 
espèce ou chaque groupe bactérien synthétise une 
seule catégorie de substance. 

Dans un milieu déficiént en azote et riche en 
substrat carboné, l'énergie inutilisable pour la 
synthèse des protéines sert à la transformation du 
carbone assimilé en polymère de réserve. Les 
substances accumulées sont soit de l'amidon, soit 
beaucoup plus fréquemment du glycogéne 
(fie. F0), Il est facile de révéler leur présence 
avec une solution iodo-iodurée qui colore les 
polymères non ramifiés du glucose (amidon) en 
bleu foncé et les polymères ramifiés (glycogène) 
en brun rougeätre, L'accumulation de glycogène 
est fréquente chez les entérobacténes, les Clostri- 
clium, etc. 

D'autres espèces appartenant aux genres les 
plus divers, Pseudomonas, Vibrio, Micracaccus, 
Sphaerotilus, etc., synthétisent de l'acide poly-B- 
hydroxybutyrique, composé macromoléculaire 
fixant les colorants spécihques dés grasses 
comme le noir Soudan et facilement mis en évi- 
dence au microscope électronique. Quelques bac- 
téries peuvent accumuler les deux types de maté- 
riels de réserve, Tel est le cas des bactéries 
pourpres, les Sphaerotilus, comme le montrent les 
photos des figures FL 30e et b. 

Les granulations métachromatiques ou de 
volutine sont ainsi appelées parce qu'elles pren- 
nent une coloration rouge pourpre en présence de 
certains colorants basiques comme le bleu de 
toluidine. Elles sont constituées par des polyphos- 
phates inorganiques (polymères linéaires d'ortho- 
phosphate). Leur recherche chez certaines espèces 
pathogènes (EC diphterieae) a été mise à profit 





Figure 1.29 - Substances de réserve, 

Ghyoogène chez Schesodes natars Mmeftut Paster de Lie, 
À. Pettorez et ca). Coupes en microscope électronique : colo- 
ration de Thiers Noter ks agrégats répartis uniformément, 
* 20 O0. 


dans le passé dans un but diagnostique. Sur un 
froitis, on peut en effet les mettre en évidence par 
les colorations d'Ernst-Neisser ou de Del Vec- 
chio. 

Des inclusions de soufre ou de fer sont aussi caracténisti- 
ques de certains groupes bactériens : les thiobacténes telles 
que les Feggratoe ét les Thrathrix, qui tirent leur énergie de 
l'oxvydaton de l'hydrogène sulfuré : les sidérobacténes dont 
les gaines sont incrustées d'hydroxyde de fer et le cytoplasme 
parsemé d'inclusions du mème type. Le fer peut également 
être présent sous forme d'oxyde (Fe,0,) chez les bactéries 
dites magnétiques, inclus dans des vacuoles appelées magné- 
tosomes. Ces espèces. de découverte récente (197$), peuvent 
être déplacées dans un champ magnétique, d'où leur nom. 


2.4.3. Chromatophores et pigments 


Chez les algues et les plantes supérieures, c'est 
au niveau des chloroplastes que s'effectue la pho- 
tosynthèse, ce mécanisme qui préside à la conver- 
sion de l'énergie lumineuse émise par le soleil en 
énergie chimique. Chez les bactéries photosynthé- 
tiques, les organites spécialisés qui remplissent ce 
rôle sont appelés chromatophores en raison, 
d'une part, de leur ultrastructure différente de 
celle des chloroplastes et, d'autre pant, de la nature 
des pigments photosynthétiques. Dans le premier 
cas, il s'agit en effet de chlorophylle tandis que 
dans le second, les pigments chlorophylliens ont 


Î 





Figure 11.30 - Substances de réserve : granulations dé poly-H-hydroxybutyratte chez Sohaerotilus natans. 


a : Microscopie optique contraste de phase x 1 080 (dû à l'obägsance de EG. Muider et V.L. Van Veen) : 
b: Microscopie électronique, < 25 000 fnsttut Pasteur de Lite, À, Peftovez et coll). 


une composition chimique légèrement différente : 
on les appelle des bactériochlorophyiles. 

Chez les bactéries pourpres, les chromatophores 
sont entourés d'une membrane de type unitaire, 
probablement dérivée de la membrane cytoplas- 
mique et en haison régulière avec elle, Ces systè- 
mes mémbranaires, Vus én microscopie électron- 
que, sont de type vésiculaire ou tubulaire, en amas 
OU En SITALES, 

Chez les bactéries vertes et chez les Chlorobium qui en 
conétituent le genre ke plus représentatif, les chromatophores 
se présentent sous forme de vésicules en forme de cigare de 
100 à 150 nm de longueur sur Si nm de largeur, entourées 
d'une membranc (non unitaire) totalement distincte de la 
membrane cytoplusmique. Les vésicules des Corbin 
représentent un exemple unique, chez Îles procarvotes, 
d'organes photosvnthétiques spécialisés. Hafahacterin 
halohieun {bactérie vivant dans les milieux salés) possède 
dans <a membrane cytoplasmique de la bactériorhodopsine. 
un pigment voisin des pigments de la rétine de l'œil 
ur, M3 fi 

D'autres pigments peuvent être rencontrés : 

- vitamine K, (composé quinonique) chez # subrilés ex 
H. cerenus : 

- carénoi protecteur anti-L% chez les corynébacié- 
ries : 

— procvanine, violacéine de Chennohacieneon vel 
Cédr, promet avant ve aCtIÉE antiiiotique. Certains enfin 
conférent aux colonies bacténennes leur teinté caracténisu- 
que ; 

- icaxanthènc 
Mt, Crens : 


I 


caroténatde), pigment jaune, chez 


— xantophylle et sarcinaxanthène (caroténoïdes), pig- 
ments rouges, chez farcie ; 

- procyanine bleue et proverdine bleu-vert fluorescent 
chez Pr, engine ! 

— dénvé pyrolique rouge chez Serra mere sr, 
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Figure 11.31 - Schéma de la structure de la bactériorho- 
dopsine chez Halobactenium halobium. 

Cette gl'écproténs membranaire comporte : 

= dés aones hrdrophiles : 

= des zones hydrophobes. 


2.4.4, Vacuoles à gaz 


Ces vésicules remplies dé gaz sont rencontrées chez les 
membres des trois principaux groupes procarpotes phoosyn- 
thétiques : algues bleu-vert, bactéries pourpres, bactéries ver- 
tes. Elles permettent à ces micro-organismes d'habitat aqui- 
uque de Fotter et de remonter à la surface de l'eau, Visibles au 
microscope optique, elles apparuissemt comme des corps 
réfringents, aux contours irréguliers. En microscopie électro- 
nique, ces vésicules à gaz sont de forme cylindrique ou 
culindro-coniques, entourées d'une membrane à un scul 
feuillet non unitaire) d'environ 5 nm d'épaisseur, La proli- 
fération anurchique de ces bacténes se produit quelquefois à 
la surface des lacs ou des océans. Lorsqu'il s'agit d'algues 
bleu-vert, on leur donne le nom de « fleurs d'en ». 


2.5. Appareil nucléaire 


Pendant de nombreuses années, les essais de 
mise en évidence d'un appareil nucléaire chez les 
bactéries se sont révélés infructueux : la présence 
d'acide ribonucléique en quantité extrémement 
importante dans le cytoplasme bactérien masque 
en effet l'acide désoxyribonucléique lors de sa 
coloration par les colorants basophiles. Actuelle- 
ment, il est amplement démontré que toutes les 
bactéries contiennent des corps intracellulaires 
que l'on distingue parfaitement des structures 
cytoplasmiques ; ils possèdent les propriétés chi- 
miques que l'on reconnait aux noyaux des cellules 
eucaryoles ét se divisent en harmonie avec la cel- 
lule, 


2.5.1. Mise en évidence et morphologie 


Ce sont en premier lieu les techniques cytochi- 
miques qui ont permis celle mise en évidence. 
L'une des premières et des plus spécifiques, celle 
de Stille et Piekarski, utilise la réacuon de 
Feulgen. Les bactéries sont traitées par l'acide 
chlorhydrique dilué qui dégrade partiellement 
l'ADN en libérant son désoxyrbose constitutif et 
les fonctions aldéhydes libres de ce pentose. En 
présence de fuchsine décolorée par le bisulfite de 
sodium {réactif de Schiff}, les résidus aldéhydi- 
ques sont colorés spécifiquement en rouge foncé, 
localisant ainsi l'ADN dont ils sont issus. 

On peut aussi éliminer l'acide ribonucléique par 
hydrolyse enzymatique, C'est la technique de 





Boivin à la ribonucléase. Après traitement, l'appa- 
reil nucléaire peut être mis en évidence à l'aide des 
colorants basiques usuels comme le bleu de 
méthylène, la fuchsine basique ou encore grâce à 
la réaction de Feulgen, 

Robinow s'est illustré dans ces études cytologi- 
ques en modifiant et en vulgarisant la méthode de 
Piekarski : les cellules fixées aux vapeurs d'acide 
osmique et sournises à l'hydrolyse chlorhydrique 
sont colorées par une solution de Giemsa. 

La morphologie des corps observés est vanabhe (fi, AE, 
Les aspects sont différents selon la phase de croissance et de 
division de La hactérie. Chez la plupant des cocci, on observe 
une petite masse sphérique ou ovoide où en massue, plus ou 
mouns centrale, Dans lés formés bacillaires, ce sont plutôt des 
bhälonnets situés transversalement dans la cellule, très fré- 
guémment appariés. Cet aspect en double bütonnet corres- 
pond vrasermblablement à la distaibution du matériel 
nucléaire au cours de la division. Le nombre d'appareils 
nucléaires par cellule végétative peut varier. Les cocci sont 
habituellement mononucléaires, Les bacilles sont fréquem- 
mént mulunucléaires : ils contiennent alors deux appareils 
nucléaires où un multiple de 2 selon le stade de croissance, 
C'est ainsi que, chez les bactéries jeunes en phase ex ponen- 
telle de croissance, les cellules multinacléées vont prédemi- 
ner, l'appareil nucléaire se divisant plusieurs fois avant que la 
cellule elle-mème n'y parvienne. Au contraire, chez Les bac- 
térics âgées où en repos, on ne distingue généralement qu'un 
seul appareil nucléaire, d'aspect vésiculaire ou sphérique ou 
légèrement ovalaire. 


Figure 1.32 - Corps nucléaire chez Bacillus subtilis, x 
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Que ces corps dits nucléairés, par analogie avec ce que l'on 
connaissait des cellules des organiames supérieurs, fussent de 
nature désoxvnbonuchäique, personne m'en doutait à la suite 
de ces études démonsiratives, D'autres expénences le 
confirment : ce sont les études d'absorption en UV et celles 
d'autoradiographie de bactéries avant incorporé de la thymi- 
de tie au cours de leur croissance, 


2.5.2, Composition chimique 
et structure 


L'acide désoxyribonucléique est un polymère 
de poids moléculaire élevé, composé d'unités 
appelées nucléotides. Chaque nucléotide est cons- 
tué d'un groupement phosphoré, d'un sucre à 
Satomeés de carbone et d'une base purique où 
pyrimidique : 

- les bases puriques sont l'adénine (A) ou la 
guanine (G}, les bases pynimidiques la cytosine 
(C) ou la thymine CT} : 

- le sucre est lé désoxynbose : 

- ke groupement phosphoré est un phosphate 
diester en position 3° et 5° du désoxyribose. 

Ces nucléotides sont de quatre types selon la 
nature de la base constitutive. Ils s'unissent les uns 
aux autres par des lraisons diester établies entre Les 
fonctions acides de l'acide phosphorique et les 
fonctions alcools du sucre. De longues chaînes 
polynucléotidiques se constituent ainsi, formant 
une épine dorsale où altement régulièrement les 
molécules de sucre et de phosphate, avec des pro- 
jections latérales. D'autres données chimiques et 
physiques complètent les précédentes. Dans tous 
les ADN d'origine bactérienne, les chaînes sont 
associées par deux ét maintenues par des liaisons 
hydrogène qui relient les molécules de bases. 
Selon leur provenance, Les polynucléoudes difre- 
rent entre eux par l'ordre de répartition des quatre 
types de bases A, T,C, G qui s'échelonnent le long 
de chacune des chaïnes. Chaque ADN est ainsi 
défini par une certaine séquence des bases. Cette 
séquence déterminé sa nature et son onginalité. 

Watson et Caick ont proposé un modèle pour la 
molécule d'ADN. Elle est constituée d'une 
« double hélice enroulée à la mamère d'une 
échelle de corde autour d'un axe imaginaire » : 

- les deux chaînes de la double hélice ont des 
polarités opposées, par rapport aux liaisons 3-5" 
des désoxynbhoses avec Îles phosphates. La 


il 


Heure ILES concrétise cette donnée fondamentale 
dont nous verrons l'incidence sur le phénomène 
de réplication ; 

- dans tous les ADN, il existe autant de molé- 
cules de thymine que d'adénine et autant de molé- 
cules de cytosine que de guanine. Autrement dit, 
on peut établir les égalités suivantés : A =T et 
C=G. 

C'est le grand principe de l'égquivalence ou de la 
complémentarité selon lequel à une adénine cor- 
respond toujours une thymine et à une cytosine 
vient tOUJOUrs $ APpariér Uné EUANINE, 

En revanche, le rapport (A + TW(G + C), mieux 
connu sous Le nom de coefficient de Chargafr, 
varie considérablement suivant les espèces mais 
reste constant dans toutes les souches d'une même 
éspèce, On l'exprime habituellement en GC %, 
c'est-à-dire en pourcentage de guanine + cytosine 
dans l'ADN, Il est environ de 50 % chez E coli ; 
30 à 40 % chez les Proteus, 25 à 45 & chez les 
Clostridiun et 60 à 70 % chez les Pseudomonus. 


2.5.3. Chromosome bactérien 


L'appareil nucléaire n'est pas entouré d'une 
enveloppe contrairement au noyau de la cellule 
eucaryote. 

D'après les observations réalisées essennielle- 
ment chez E. coli et autres eubacténes voisines, il 
était admis l'existence d'un seul chromosome par 
appareil nucléaire. En fait, des observations récen- 
tes chez d'autres souches montrent une diversité 
plus importante (par exemple, la présence de deux 
chromosomes de tailles différentes chez Brucella 
melltensis où Vibrio cholerae). 

Le corps chromatinien présente une structure 
fbrillure. Ces Mbnilles ont un diamètre de 2 à 
6 nm et sont constituées principalement d'ADN, 
Elles sont enroulées les unes dans les autres en 
faisceaux. 


2.5.4. Chromosome circulaire 


Les expériences de transfert génétique et surtout 
le phénomène de conjugaison (voir chap. VI) ont 
permis de mieux préciser Les lonctions du matériel 
génétique de la bactérie, Leur analyse laisse sup- 
poser que les caractères héréditaires de la bactérie 
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Faure 11.33 - Structure de l'ACN. 
À: strudiure de la doute hèlies ; 


— Liaison hydrogène 
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E : détail des polaniès opoosées des chaines et des liaisons inter-bases AT et GC. 


sont localisés sur un seul groupe génétique de 
liaison, c'est-à-dire sur le chromosome, qui 
n'aurait ni commencement ni fin. Le chromosome 
de la bactérie, support des gènes, serait donc cir- 
culaire. Ces conclusions paraissent confirmées par 
deux observations faites au microscope électroni- 
que sur les ADN bactériens « préparés ». Cet ADIN 
de structure Mbrillare, extrémement tenu et enche- 
vêtré, est extrait des cellules avec le maximum de 
précautions, Cet écheveau est ensuite démêlé par 
un procédé doux puis déposé sur un support per- 
mettant de le photographier (fe, LE 34, 

Le chromosome bactérien ést constitué d'un 
filament unique, continu et circulaire, formé 
d'une double chaîne d'ADN. Sa masse molaire est 
de l'ordre de 3.10° daltans et le nombre de paires 
de bases de 5.10% environ échelonnées le long de 
la double hélice. À l'image de l'ADN des cellules 
eucarvotes, qui est couplé à des protéines basiques 
telles que les histones, il est possible que l'ADN 
des bacténes soit neutralisé non pas par des histo- 
nes qui n'ont jamais été isolées chez les bactéries 
mais par des polvamines telles que la sperminé et 


la spermidine, La molécule d'ADN d'E. cali est 
donc de très grande tulle : elle atteint, lorsqu'elle 
est déroulée, 1 360 um, soit 1,3 mm. Elle est donc 
associée à de petites protéines basiques analogues 
aux histones des eucarvotes. 

L'une d'elles, appelée protéine Il, est un dimère de 
2 chaînes de S SX daltons, où des résidus d'arginine particu- 
liérement sombreux assurent probablement des liaisons avec 
les résidus phosphates de ADN (fe M351, L'ADN se 
trouve ainsi vers e l'extérieur», le cœur étant occupé par ces 
protéines. Ceci donne à ADN un aspect type « nucléosomi- 
que » tel qu'on le rencontré chez kes cucaryotes. 

L'ADN isolé sous forme native présente une 
structure circulaire torsadée appelée super-hélice 
ou forme superenroulée 42. 11.36). Elle se dis- 
tinguc de l’autre forme dite relaxée par une struc- 
ture plus compacte et présente donc un comporte- 
ment différent lors d'une ultracentrifugation 
{sédimentation plus rapide) ou lors d'une électro- 
phorèse en gel d'agarose (migration plus rapide), 
Ekes enzymes présentés dans la cellule, lés topo- 
isomérases, sont capables de convertir une forme 
en l'autre. La topo-isomérase IL appelée aussi 
gyrase, permet le passage de la forme superenrou- 
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Figure 1.34 - Autoradiographie du chromosome d'Escherichis coli Hfr-K, marqué à la thymidine tritiée. 


a : autorediographie au cours de la replication ; 


Bb: schéma imterprétatil : trait pontilié : double chaine marquée ; trait plein: une seuls chaîne marquée ; À: point de départ de ls 
réplication ; 8: poursuile de là replication frepraduit avec l'aimable aufonsation de JL. Cairns}, 





Figure 11.35 - Structure du chromosome bactérien. 

a : latson protéine || - doute hélice ; 

b: formation type - nucléosémique » par liaison Inter-protéine | 
et courbure - de l'ADM, 
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lée à la forme relaxée. La topo-isomérase 1 réalise 
le passage inverse, 

Des observations récentes font apparaître, là aussi, une 
diversité plus importante au niveau de cette structure, chro- 
mosome linêure, chromosome non unique etc, Certaines bac- 
téries (comme Rorrelia burgdorern possèdent en effet un 
chromosome linéaire dont les extrémités comprennent des 
séquences inverses répétées, à l'instar de certains virus. Le 
mécanisme de réplication est inconnu mais diffère de celui 
des chromosomes des cellules eucaryotes. 


2.5.5. Rôle de l'ADN 


En 1941, Avery, à l'Institut Rockfeller, entre- 
prend une série d'expériences destinées à mieux 
comprendre un phénomène décrit quelques 
années auparavant, en 1928, par Griffith (voir 
chap. VI). Un lot de souris reçoit un mélange de 
deux types de pneumocoques : le type R acapsulé, 
non virulent mais vivant, le type S capsulé et 
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Fiqure 11,56 - Les trois formes de l'AC. 


à : formé native ; doublé hélite Giréulairé superéenroulés ; 

GE: forme partelement dénaturée: double hélice crculaire 
ralax8e : 

c : forme dénaturée : double rélice linéaire, 


pathogène mais tué par la chaleur. La première 
suspension est incapable de tuer la souris ; la 
seconde en est également incapable puisque les 
bactéries sont mortes. Pourtant, dans le lot, de 
nombreuses souris succombent ét Gnffth isole 
dans le sang et les organes de ces animaux des 
pheumocoques de type S, virulents. Deux seules 
explications pouvaient être formulées pour expli- 
quer le phénomène : ou les pneumocoques de 
type $ étaient « ressuscités » ou encore, hypo- 
thèse tout aussi fantastique, le type R non patho- 
gène avait été transformé en type $ virulent. Cette 
découverte état beaucoup trop en avance sur Les 
connaissances de l'époque pour qu'une explica- 
tion puisse être donnée. Avery et ses collabora- 
teurs reproduisent la même expérience in vitro. Ils 
réussissent à obtenir la translormalion du type R 
acapsulé en type $ capsulé virulent. Ils isolent le 
« principe act » responsable de cette prodigieuse 
modification et déterminent sa nature chimique. [ 
ne s'agit pas, comme on ke supposait à l'époque, 
d'une protéine mas d'un acide nucléique de pords 
moléculaire élevé, hautement polymérisé, l'acide 
désoxyribonucléique, dont le sigle, ADN, est 


devenu le plus célèbre de la biologie moléculaire. 
Au cours de ces expériences, l'ADS du preumo- 
coque de type S tué pénètre dans la cellule vivante 
de type Ret induit chez elle la synthèse d'une cap- 
sule, support du pouvoir pathogène. Cet ADN est 
donc doué de propriétés génétiques fondamen- 
tales puisqu'il est le vecteur des caractères héré- 
ditaires de la bactérie. 

Le message sénéuque de ADN est transmis 
sous forme d'ARIN messager (transcription) puis 
exprimé (traduction) en séquences poly peptdi- 
ques qui lormeéront les protéines de structure ou 
les enzymes. 


2.5.6. Réplication 


L'ADN se réplique, c'est-à-dire qu'il se repro- 
duit lui-même. Puisque l'apparñement des bases 
est une spécificité rigoureuse, la séquence des 
bases le long d'une chaine détermine automati- 
quement la séquence des bases sur l'autre chaîne. 
On peut comparer la double hélice parentale à une 
corde constituée par l'enroulement de deux corde- 
lettes où deux brins. Chaque brin de cette corde 
peut servir dé moule, où matrice, à la synthèse 
d'un nouveau brin identique à l'autre brin paren- 
tal, On aboutit au schéma de la figure ET dans 
lequel la double hélice parentale se sépare par cou- 
pure des liaisons hydrogène, En face d'une thy- 
mine viendra S'appaner un nucléoude adénine et 
réciproquement ; en face d'une cytosine se pré- 
sentera un nucléotde à guamne ét réciproque- 
ment, conformément à l'appariement A-T et G-C. 
Finalement, lés nouveaux nucléotides appanés se 
polymérisent. Une nouvelle chaîne commence à 
se former lé long d'une anciénne, suivant lé pro- 
cessus en quatre phases qui vient d'être décrit. 
Uné double chaîne est synthétisée, identique à la 
double hélice parentale, ce qui donne finalement 
naissance à deux hélices. 


2.5.6.7. Mode semnr-conservatif 


Pour étudier le problème de la réplication, une 
solution simple consisté à mcorporér des molécu- 
les marquées dans l'ADN des bactéries 
lorsqu'elles se multiphent ét à suivre leur disiri- 
bution dans la descendance lorsque la culture est 
transférée dans un milieu non marqué. 








Æ— Double hélice 
paremiale 


a, ———— Séparation des brins 
. [! : récits 
y Qurehes de népication 


i—— Brin parental 


Bnns nécsynthätisés 


Figure 11.37 - Réplication de l'ADN. 

Les ceux brins de la double chaîne parentale as séparant, Cha- 
cun sen de modèle Imabiog pour la synihèse des nouveaux 
brins. Synthèse par complémentarité (C pour G, G pour &, 4 
pourT etT pour À, 


Meselson et Stahl utilisent la centrifugation de 
l'ADN en gradient de densité pour séparer les 
molécules marquées et non marquées. Lorsque 
l'on introduit de l'ADN purifñié dans une solution 
aqueuse de chlorure de césium 6 M.L-l et que 
l'on centrifuge à très grande vitesse (plus de 
LOC 000 s}, la solution dé chlorure de césium 
forme un gradient de densité, c'est-à-dire une suc- 
cession de concentrations ioniques de plus en plus 
fortes, de la surface à la base de la cellule de cen- 
infugation. Les molécules d'ADN viennent se 
placer dans la zone de densité correspondant 
ngoureusement à la leur. Ce phénomène est utilisé 
pour distinguer dans la descendance l'ADN 
ancien de l'ADN nouvellement synthétisé. 

Des E coli sont cultivés pendant plusieurs 
générations dans un milieu contenant de l'azote 
« lourd » (SN) {non radioactif comme seule 
source d'azote jusqu'à ce que tout l'ADN ait 


k 


incorporé le I5N. Les cellules sont ensuite trans- 
férées dans un nouveau milieu de culture conte- 
nant de l'azote « léger » (ŸN). La centrifugation 
analytique peut inventorier les différents types 
d'ADN au cours de la croissance. La première 
génération fait apparaître une nouvelle bande uni- 
que intermédiaire entre celle de l'ADN FN et 
l'ADN 'ÉN, Dans les générations suivantes, la 
bande caractéristique d'ADN TN réapparaît et la 
bande hybride diminue constamment en impor- 
tance (fie. A4] 

Ces résultats permettent de retenir un mode de 
réplication appelé semi-conservatif. En première 
génération, toutes les bactéries ont un ADN 
hybride lSN-LÈN de densité intermédiaire, c'est-à- 
dire formé pour moitié d'une chaîne lourde et pour 
moitié d'une chaïne légère. Dés la deuxième géné- 
ration, apparaissent des bactéries ayant un 
ADN FN de faible densité qui va augmenter 
quantitativement, ce qui indique que la chaine 
lourde servant de modèle donnera naissance à une 
molécule hybride tandis que l'autre, légère, 
donnera une molécule complètement légère. 
Ceci définit le schéma dit semi-conservatif 
(fr. 30): chaque chaîne parentale reste asso- 
ciéé à la nouvelle chaîne pour qui ellé sert de 
matrice. 





Figure 1,38 - Expérience de Meselson et &tahl. 


Chaque rectangle représente le cellule de cenirifugation où 
l'ADN se place d'autant plus bas qu'il est plus lourd, 

L'ADM est extrait d'E. col ayant incorporé de l'azote lourd ('5Nÿ, 
puis des mêmes E. col culivés Sur un mieu contenant de 
l'azote léger ('#H). 

0 : au temps 0, l'ADN ne contient que de l'arote (NL : 

1 : à la première génération, une bande hybride apparaît, de den- 
aité intermédiaire : 

2 : à la deuxième génération, la bande hybride subsiste mais en 
moindre importance tandis qu'uné nouvelle Bande avant incor- 
poré à l'IÊN 56 localisé dans les couches moins denses : 

3: à la troisième et à le quatrième généretion, le phénomène 
constaté en ? se concrétise davantage ; 

T : témodn ; noter la position des deux bandes des AM témoins 
à l'SN et à l'ISN, 


| 
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Figure [L39 - Mode de réplication (mode semi-conser- 
vatif]. 


2.9.6... schéma bicirectionnel 


C'est un avantage particulier de l'autoradiogra- 
phie de renseigner à la fois sur la structure du corps 
examiné mais aussi sur l'historique de cette struc- 
ture. Cairns l'a appliquée à l'étude de cellules 
dE. coli auxquelles 1l avait incorporé de la thymi- 
dine tritiée pour révéler le schéma de leur 
duplication : seul l'ADN le plus récemment syn- 
thétisé est visible et 11 doit être alors possible de 
dire si les molécules filles sont engendrées à partir 
du mème point ou en différentes régions de la 
molécule parentale, Selon Caire, les images obte- 
nues après marquage bréf (3 minutés) montrent 
clairement que les deux structures marquées sont 
synthétusées à partir du même point Lorsque le 
marquage est effectué durant plusieurs généra- 
tions, les autoradiographies intérprétées selon lé 
schéma de la gure /2.34 semblent montrer que la 
molécule est duphiquée à partir d'un seul point qui 
se déplace sur toute la longueur de la double 
chaîne. La croissance du brin nouvellement syn- 
thétisé engendre une fourche de réplication. 


Inspiré par le modèle de la fermeture éclair de 
Watson et Crick, Caims suppose que la molécule 
d'ADN 5e réplique dans une seule direction con- 
formément au schéma unidirectionnel de la 
hsure 137, 8"il est facile d'imaginer la coupure 
des liaisons hydrogène (faibles), il est en revanche 
beaucoup plus embarrassant d'envisager Le dérou- 
lement des chaînes parentales intimement liées 
d'une extrémité à l'autre. Caims suppose l'exis- 
tence d'un mécanisme assurant le déroulement de 
la double chaîne parentale à une extrémité qui est 
ainsi mobile et la synthèse des nouvelles chaînes à 
l'autre extrémité qui reste fixe. En se reportant au 
schéma de lafioire 127, seule l'extrémité a seraut 
animée d'un mouvement de rotation, tandis que 
les deux pôles b et c seraient fixes, 

En fait, les autoradiographies de Cairns laissent 
place à deux interprétations possibles fz. 174013. 
Certaines études expérimentales portant sur 
FE. coli et #. subrilis remettent en cause l'hypo- 
thèse umidirectionnelle. Elles consistent à culuver 
les bactéries en présence de thymidine tritiée à fai- 
ble activité spécifique puis à les transférer, à des 
lemps variables, dans un second mieu contenant 
le mème métabolite marqué d'activité spécifique 


Résultats de lautoraciographie 
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Etat marmal Réglication 
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Modele bidirectionnel 
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Figure [L40- Les deux hypothèses possibles de la 
réplication, à partir des résultats de l'autoradiographie. 
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plus élevée. Les intensités différentes de mar- 
quage doivent permettre de repérer les régions de 
croissance, Si la molécule d'ADN se duplique à 
partir d'un seul point (schéma unidirectionnel}, on 
observera un marquage mtensif dans une seule des 
fourches de la bulle (ou « œil +1 de réplication. 
Les expénences révélént au contrure que la forte 
radioactivité est localisée aux deux fourches de 
réplication (fie, FLAÏL Ainsi, a réplication 
s'effectuerait selon un schéma bidirectionnel. 
Les deux chaînes d'ADN parentales se répliquent 
simultanément jusqu'à ce que les deux points de 
Crolssance se rencontrent. 


Origine 
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Fourche de réplication 
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Schéma wraditectionnel 


Fourche de réplècation 
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Schéma bidirectionnel 
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aunanans Faible radicactivité ! 





Figure !1.41 - Marquage différentiel par la thymidine tri- 
tiée de l'ADN en duplication de E col montrant les deux 
types de résultats selon l'hypothèse unidirectionnellé 
ou bidirectionnelle de la réplication. 


2,5.6.3. Mécanisme moléculaire 

L'étude des mécanismes éniymatiques comple- 
es intervenant dans la réplication de l'ADN a 
considérablement progressé depuis les travaux 
amorcés par Komberg et Hurwitz en 1956 et qui 
avaient trait à une enzyme appelée actuellement 
ADN polymérase L De nombreuses autres enzy- 
mes impliquées ont en effet été isolées. 
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2.5.6,3.1. ADN poiymérases 

Trois types d'ADN polymérases (L [let TT) ont 
été isolés chez E coli : des protéines aux proprié- 
tés analogues ont été rétrouvées chez d'autres 
micro-organismes et aussi dans les cellules anima- 
les, Ces enzymes catalysent l'addition de désoxy- 
ribonucléotides à l'extrémité d'une chaîne 
d'ADN : elles sont aussi porteuses d'une activité 
exonucléasique. 


* ADN polymérase L Son rôle dans la réplication de 
l'ADN n'est plus considéré comme essentiel ; elle agirait 
davantage au niveau de la réparation, D'une masse moiaire de 
109 kd, elle est formée d'une seule chaîne polypeptidique 
d'environ L OO acides aminés. La polymérase I catalyse 
l'addition dés désoxynbemucléotqes à lextrémité d'unc 
chaîne d'ADN. Cette réaction ne se produit qu'en présence 
d'ADN pétormé. L'addition de l'unité mononuclésidique 
s'effectue à l'extrémité 3° lobes : la synthèse à donc leu dans 
de sens 5° — 7°. Elle possède également ane activité excmy- 
cléasique dans les sens 5° 3° et 3 4 5°, 

+ ADN polymérase IL Ellé a été hautément punfiée, $a 
masse molaire çsi d'environ 0 Ed. Son activité propre est 
double, Elle posséde une activité exonucléasique 3° 5" mais 
non —+ 4"; cle nécessite, pour son activité polymérasique, 
une structure nucléstidique < amorce », La fonction biologi- 
que dé la polymérase Î dans lu cellule n'est pas connue. 

+ AT polymérase IE Découverte en FST2 elle est de 
lun la plus active dés trois polyméruses : 15 fois plus que lu 
polymérase IL &u forme active ectun assemblage. où holcen 
ave, de 7 polypeptdes différents. Elle possède lactiviré 
cxonucléasique 3" — 34" at l'activité polymérasique, 
2.3.6.3.2. ADN Ngase 

L'ADN hgase unit les extrémités de deux chaï- 
nes d'ADN en catalysant la synthèse d'un pont 
phosphodiester entre un hydroxyle 3° de l'extré- 
mité d'une chaine et le phosphate 5" de l'extrémité 
de l'autre chaîne, La réaction, qui nécessite de 
l'énergie, est couplée à l'hydrolyse de la liaison 
pyrophosphorique de MAD. L'ADN ligase peut 
seulement formér un pont phosphôodiester entre les 
extrémités des chaînes, mais elle ne peut répliquer 
aucun segment de matrice, 

L'ADA ligase d'E cofi à été hautement punifiée : elle est 
formée d'une chaine pepticdhque unique d'une masse molaire 
de 77 kd : chaque cellule en contient de 200 à 400 copies. Elle 
passbde quatre fonctions essentielles : 

— elle répare les coupures survenant sur l'une des chaînes 
de l'AD% bicaténatre ; 

— elle aseuré la fermeture ei la circulansation des modécu- 
les linéaires d'ADN bicaténaire, ce qui nécessite des extré- 
mités monocaténaires complémentaires :; 

- elleeffectueles soudures des fragments d'ADN au coarrs 
des recombinaisons génétiques : 


- elle intervient dans la réplication de l'ADN en cocpéra- 
don avéc lés ADN polymérasés. 


2,5.6.3.4. Hélicase 


Les chaînes de l'ADN chromosomique bicaté- 
naire doivent être séparées pour permettre la répli- 
cation. Ce rüle est dévolu à des protéines appelées 
hélicases, mises en évidence dans des cellules bac- 
tériennes infectées par des virus. Elles ont des mas- 
ses molaires variables, comprises entre [et 75 kd. 
Elles utilisent l'énergie d'hydrolvse de l'ATE. 


2.5.6.3.4. Gyrase 


Le chromosome d'E coli mesure environ 
1 360 um, ce qui correspond approximativement 
à 4,10 paires de nucléotides, soit 4.1 Of tours de 
spires. La déspiralisation de cette énorme molé- 
cule, qui se réplique en 30 minutes, devrait 
s effectuer théonquement à une vitesse supérieur 
à 10 000 tours/min. 

La découverte d'une enzyme nouvelle, Îa 
gvrase, a pers de formuler une explication plus 
plausible à ce phénomène. La gyrase provoque 
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d—— Brin precoce 


Figure 11.42 - Fourche de réplication de l'ADN chez E. coh. 
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une coupure au niveau de l'un des brins : celle-ci a 
pour effet la déspiralisation de la molécule supe- 
renroulée qui revient à l'état de molécule circu- 
laire enroulée. Il s'agit en fait d'une topo-isomé- 
rase de type IL La réplication de l'ADN peut alors 
se poursuivre, L'ATP interviendrait au niveau de 
la fixation et de la libération de l'enzyme. 

L'acide nalidixique et la novobiocine, anubio- 
tiques bloquant la synthèse de F'ADN, sont des 
inhibiteurs de la gyrase. 


2,5.6.3.5. Mécamsme enzymatique (fo. (42) 


La réplication du chromosome bactérien débute 
en un point spécifique qu'on appelle le point ori- 
gine ou le point d'initiation, probablement lié à la 
membrane. Précédant l'action dés enzymes de la 
réplication, plusieurs hélicases et syrases s'atta- 
chent à l'un des brins du chromosome et l'ouvrent 
en formant une boucle dans la superhélice, ce qui 
rend l'un ou les deux brins accessibles (fe. #42h 
ErCL 

Au nmveau de la fourche de réplication, lun dés 
deux brins peut être synthétisé dans le sens de 
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déplacement de la fourche (c'est-à-dire celui 
3° OH libre}, l'ADN polymérase III count la 
synthèse du brin néoformé fe. 426: 11 est 
appelé brin précoce. L'autre (à extrémité $" CH 
Nbre) sera synthétisé par fragments, dits frag- 
ments d'Ogasaki fe /!476), et est appelé brin 
tardif, Ces fragments, de 1 OKI à 2 000 résidus, 
nécessitent une amorce d'ARN fc, de) svn- 
thétisée par une ARN polymérase-ADN dépen- 
dante où primase (en fait, un complexe polypep- 
tidique appelé primosome). Cette amorce d'ARN 
sera ensuite excisée grâce à l'activité exonucléa- 
sique de l'ADN polymérase L £fig. r, Les 
délétions issues de cette excision sont remplacées 
par dé l'ADN néotormé sous l'action de l'ADN 
polymérase L £e. ll 42%, Enfin, l'ADN ligase 
rehe les différentes séquences au niveau de leurs 
extrémités 3° OH et 5" OH libres; th). 

Pendant toutes ces opérations, Les Le d'ADN 
matrice doivent être impérativement maintenus, 
déroulés et stabilisés, Cette fonction est dévolue à 
des protéines appelées ADN binding proteins : 
elles manténnent les brins sous forme étendue, 
déphissée et rigide permettant l'action des divers 
systèmes enzymatiques fe. Hdi 


= 
di 


Ed, lodéle de Jacob ei Brenner 


La vitesse de progression de la fourche de répli- 
cation ést Constante dans des conditions expéri- 
mentales assez larges. Avec E coli par exemple, 
pour un temps de génération de 40 minutes à 
37 °C, le temps requis pour le doublement de la 
molécule d'ADN est de 40 minutes. Si, en revan- 
che, des conditions plus favorables permettent un 
temps de génération plus court, par exemple de 
20 minutes, de nouvelles fourches de réplication 
sont formées avant que lé premier cycle de dupli- 
cation ne sait achevé. Il est facile d'en déduire que 
lé démarrage du cycle de réplication est soums à 
un contrôle. Cette initiation nécessite, en effet, la 
synthèse d'une protéine spécifique, l'initiateur. 
Le site d'initiation de la synthèse, c'est-à-dire le 
point où commence la séparation de la double 
chaîne d'ADN (fourche), est appelé le réplica- 
teur. Selon le modèle de Jacob et Brenner, le site 
réplicateur ét lé gène commandant la synthèse de 
l'initateur formeraient une unité autonome de 
réplication appelée réplicon. 
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C'est au mveau du site réplicateur que se fixerait 
l'ADN polymérase pour progresser tout au long 
de la chaîne. Ce site serait situé au niveau de la 
mémbrane : 

— au début du cycle de réplication fftg. fa, 
le duplex est relié à la membrane cytoplasmique 
au niveau du site réplicateur, Le système enzyma- 
hqué ést également localisé au point d'attache- 
ment chromosome-membrane. L'un des brins est 
fermé mais peut se dérouler à partir du site répli- 
cateur qui sent de pivot. L'autre est coupé, libérant 
à une extrémilé un 5° phosphate et à l'autre un 
hydroxyle 3°: 

— lune des extrémutés hbres (5° Pise fixe à un 
nouvéau sité d'attachement voisin du précédent 

fe. 14h}: 
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Fiqure 1.43 


Modèle de réplication. 
fSson Jscob ef Arennerl, 


- au niveau de la fourche de réplication ainsi 
constituée, la synthèse des deux nouvelles chaînes 
s'effectue selon le mécanisme enzymatique déjà 
défini, l'ADN polymérase restant fixée au niveau 
de la membrane tandis que le duplex parental se 
déplace. Cet entraînement du duplex est provoqué 
par la synthèse de la membrane cellulaire dans la 
région qui sépare les deux sites d'attachement, 
ancien ét nouveau (fig, die) : 

— la croissance de la membrane se poursuit 
jusqu'au déroulement complet du duplex parental 
et, par voie de conséquence, jusqu'à la formation 
des deux duplex fils. Lés deux chromosomes fils 
sont alors complétement séparés l'un de l'autre 
tandis que d'autres synthèses se sont poursuivies 
dans la bactérie qui s'est progressivement allon- 
gée, L'un de ces chromosomes est totalement 
ouvert : les extrémités libres de l'un des brins doi- 
vent alors se souder pour reproduire le cercle 
fermé initialifig. 43). 


9.6. Plasmides 


La cellule bactérienne peut contenir des élé- 
ments génétiques extrachromosomiques, capa- 
bles d'autoréproduction, que Lederberg, en 1952, 
propose d'appeler des plasmides pour marquer 
leur caractère indépendant par rapport aux gènes 
portés par le chromosome. Cette définition, à 
l'époque, s'appliquait essentiellement aux fac- 
teurs sexuels F que Lederberg avant découverts 
quelques années auparavant (voir chap. VD. 

Ce n'est qu'en 1959 que l'on comprit la vérita- 
ble nature de ces éléments et que l'on en pressentit 
toute limportance. C'est en éftet à cette époque 
qu'au Japon, des recherches effectuées sur des 
malades atteints de dysenterié bactérienne insen- 
sible à Lout traitement antibiotique aboutissent à 
une importante découverte, Les bactéries respon- 
sables, $h, dvsenreriae, portent des gènes qui les 
rendent résistantes à plusieurs antibiotiques 
simultanément, De plus, ces gènes peuvent assu- 
rér leur propre transfert à d'autres bactéries intes- 
tinales par conjugaison, comme Le facteur F (voir 
chap. VI). La découverte de ces facteurs de résis- 
tance (appelés facteurs R} devait avoir un reten- 
üssement considérable à la fois par sa portée cli- 


nique et sa signification biologique. Peu de temps 
après, des facteurs identiques sont mis en évidence 
chez les Sraphylococcus. Les gènes responsables 
codent pour la synthèse d'une pénicillinase qui 
dégrade la pénicilline et rend les bactéries résis- 
tantes, Mais à l'inverse des éléments précédents, 
ils sont transférés par intermédiaire d'un bacté- 
riophage, c'est-à-dire par transduction {voir 
chap. VI). 

En tout état de cause, ces facteurs sont différents 
des facteurs F car ils ne s'incorporent pas dans 
leur intégralité au chromosome : aussi n'entrent- 
ils pas dans la définition de l'épisome. Le terme 
plus général de plasmudes, proposé imtialément 
par Lederberg, a été, de ce fait, remis en usage à 
l'initiative de Novick (1963) fab, FL41, 

Certains plasmides (facteurs Fi peuvent s'inté- 
grér au chromosome (épisomeés) au mveéau de sites 
spécifiques, séquences homologues complémen- 
tres présentes à la fois sur le plasmide et sur le 
chromosome, Ces sites sont nommés éléments 
d'insertions {IS} Ils comportent environ 
1 (NN paires de bases un certain nombre ont été 
individualisés chez E coli tel IS, (768 pb} et LS, 
{1 327 pb}. 


2.6.1. Structure 


Comme toute structure porteuse d'informations 
génétiques, le plasrude est une molécule d'ADK. 
Ces molécules d'ADN plasmidique (fe. 1.44) 
sont généralement de petite taille, le LOC environ 
de celle du chromosome (4,2 Md pour pColEl 
présente chez E cor, 25 Md pour R6K présent 
chez les bactéries à Gram négatif). 

Leur enroulement serré (lorsadé) leur assure 
probablement un encombrement minimal et leur 
conière une grande résistance (en particulier aux 
forces mises en jeu au cours de l'extraction). Leur 
masse molaire vane d'environ 0,5 Md à plus de 
400 Md, c'est-à-dire qu'elle est comparable à 
celle de l'ADN viral. 


2.6.2. Réplication 


La réplication plasmidique est, comme celle du 
chromosome où du facteur F, étroitement régulée 
au niveau de sites membranaires, Elle est sous la 
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Tableau 11,4 - Principaux types de plasmides. 
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dépendance d'un nombre limité de gènes. Des 
plasmides auxquels de longs fragments d'ADN 
ont été excisés demeurent en effet viables. Un 
mécanisme de contrüle assure à la fois la réplica- 
tion, le nombre de copies et la répartition équitable 
des copies dans les cellules filles après la division 
cellulaire (perte spontanée inféneure à 1 %). 
L'incompatibilité  plasmidique, c'est-à-dire 
l'impossibilité pour deux plasmides de nature dif- 
férente (appartenant à des groupes différents) de 
coexister dans une mème cellule, est une des con- 
séquences de ce contrôle. Cette incompatibilité est 
un phénomène général observé dans tous les gen- 
rés bactériens (entérobacténies, Psendomendas, 
Sraphylococcus et Streptococcus), On peut utiliser 
ce phénomène pour classer les plasmides. 


2.6.3. Transfert 


Le transfert d'un plasmide d'une bactérie die 
donatrice à une bactérie dite réceptrice peut se 


J 


faire par conjugaison, mobilisation, transduc- 
tion ou transformation. Il peut y avoir cotrans- 
fert de plusieurs plasmides ou pas de transfert du 
tout ce qui, dans ce cas, ne signifie pas qu'il y ait 
absence de plasmide. 


2.6.3.1. Transfert par conjugaison 

Ce mode de transmission est caractéristique des 
bacilles à Gram négatif. De nombreux plasmides 
sont capables d'organiser leur propre transfert par 
conjugaison, après contact physique entre la bac- 
térie donatrice et la bactérie réceptrice. Ces plas- 
mides, dits conjugatifs, ont une masse molaire 
supérieure à 30 Md (60 chez le plasmide F 
d'E. coli). Le nombre de copies par cellule est fai- 
ble (de 1 à 3jet, de plus, le plasmide induit la syn- 
thèse de pili « sexuels » permettant l'accouple- 
ment. Î peut se réaliser entré bactéries de même 
éspèce mais aussi entre espèces éloignées, par 
exemple entre entérobactéries et Pseudomonas ou 
Vibrie. Des phénomènes de conjugaison de ce 
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Figure 1.44 - Plasmides x 10 000. 
Photo publée avec l'autonsaton ou Labcvatoire de Génétique 
Moléeuraire des Eucaryotes, Phaté €. Ruhimtannl, 


type ont été aussi décrits chez Srreptomyces, 
Streptococcus et CL perfringens. 

D'autres plasmides dits non conjugatifs, de 
plus petite taille (de 0,5 à 50 Mdi ne sont pas auto- 
transmissibles par conjugaison. [ls sont souvent 
cryptiques et ne codent pour aucune fonction 
décelable hormis l'autoréplication, Leur nombre 
de copies par cellule est cependant plus élevé (de 
10 à 15 pour le plasmide pCole, d'E coli}. Leur 
transfert ne peut se réaliser que par « mobilisa- 
tion » par un autre plasmide présent dans la même 
cellule et lui-même autotransférable. 


2,6.3.2,. Transfert par transduction 


Dans ce cas, le transfert s'effectue par l’inter- 
médiaire d'un bactériophage (voir chap. VT)}. [ne 
concerne que des bactéries « proches » phylogé- 
niquement et sur lesquelles le bactériophage peut 
se fixer. C'est le mode de transfert exclusif des 
Caractères dé résistance aux antibiotiques obser- 
vés chez les Sraphylococcus et les Streptococcus. 


2.6.3.3, Transfert par transformation 


Conjugatifs ou non, les plasmides peuvent être 
introduits dans une bacténe rendue préalablement 





compétente (traitement au CaCl, pour E. coli par 
exemple) ; c'est le phénomène de transformation 
(voir chap. WT} Une fois introduit dans l'hôte bac- 
térien, l'ADN plasmidique se réplique normale- 
ment et exprime immédiatement la batterie de 
déterminants génétiques (résistance aux antibioti- 
ques, par exemple) qu'il porte. 


2.6.4. Propriétés 


2.6.4.1. Fésistance aux antibiotiques 

On estime que la résistance plasmidique inter- 
vient dans plus de 90 % des cas observés en clini- 
que, les [0% restants étant dus à la résistance 
chromosomique. La première résulte en effet d’un 
long processus d'évolution qui aboutit à la protec- 
tion de la bactérie sans réduire sa faculté d'adap- 
tation, Les mutants résistants sont au contraire des 
infirmes évolutifs, destinés à une mort rapide dans 
les conditions naturelles (absence d'antibiotique). 

La résistance plasmidique est aussi observée de 
plus en plus fréquemment avec les métaux lourds. 
Les Sraphylococcus initialement et les bacilles à 
Gram négatif plus récemment deviennent ainsi 
nsensibles aux composés mercunels, aux sels de 
cadmium, de bismuth, de plomb, d'antimoine et 
aux ions arséniates et arsénites. 


2.6.4.2. Production de substances 
a rôle pathogène 

L'un des exemples les plus remarquables et les 
plus étudiés est rencontré chez les E. coli, Les tra- 
vaux de ces dernières années définissent en effet 
trois groupes d'E. coli responsables de diarrhées. 
D'un point de vue chronologique, ce sont : 

- les E coli entéropathogènes, aux sérotypes 
spécifiques, responsables chez les nourrissons de 
fréquentes poussées des maladies diarrhéiques 
apparues entre les années 1940 et 1960 ; 

- les E. coli entérotoxiques, considérés 
comme une des causes importantes de diarrhées 
dans les pays en développement ainsi que chez les 
voyageurs traversant Ces pays : 

- les E. coli entéro-invasifs, dont le pouvoir 
pathogène s'apparente à celui des Shigella. 

Le pouvoir pathogène de chacune de ces caté- 
eones de germes est sous la dépendance de déter- 
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minants plasmidiques responsables de la synthèse 
d'emtérmoxunes CE coli entérotoxique) et de cer- 
taines substances qu'on appelle des facteurs de 
colomsation ét qui assurént l'adhérence des bac- 
téries à l'épithélium intestinal puis son envahisse- 
ment. 


26.43 Production de bactérocires 


En 191$, Gratia décrit une action antagoniste 
spécihique entre deux souchés d'E. coli. Les subs- 
tances responsables, rencontrées tout d'abord 
chez les entérobacténes puis chez la plupart des 
groupes bactériens à Gram positif ou négatif, sont 
appelées des bactériocines. Ce sont des protéines 
dont la biosynthèse est létale et dont l'absorption 
est conchuonnée par la présence d'un récepteur 
spécifique, Le nom des bactériocines est toujours 
dénivé de l'espèce bactérienne ou du genre sur 
lequel elles agissent : colicines (E. coli} pyocines 
(Ps. pvocvanea}, vibnocines (VF chalerae}, enté- 
rocines, méningocines, etc, 

Les colicines sont de loin les mieux connues, 
Elles s'apparentent aux antimotiques par leur pou- 
voir bactéricide puissant, voire bactériolytique, 
mas elles s en différenciént par leur nature, éssen- 
üellement protéique, par leur mode d'action au 
niveau des circuits régulateurs de la cellule et, sur- 
tout, par leur transmission héréditaire, 


26.44, Caractères métaboliques 


Un grand nombre de caractères biochimiques 
des bactéries sont d'origine plasmidique. Ils ont 
ëté parüculièrement observés chez les Enrerobhac- 
terraceae : utilisation du citrate de sodium, pro- 
duction d'H:5, hydrolyse de l'urée avec E. coli, 
dégradation du lactose dans les genres Salmo- 
nella, Proteus, Sérratia, dégradation du saccha- 
rose avec certaines souches de Salmenella, Les 
plasmides qui codent pour ces propriétés inhabi- 
tuelles chez les souches sauvages sont appelés 
plasmides métaboliques. Leur présence consti- 
tue une source d'erreur non négligeable pour 
l'identification des souches dé micro-organismes. 

C'autres lomctons physiologiques ont aussi un support 
plasmidique : 1 s'agit notamment de la fixation de larote 
chez les Enierobacieriacene et de la dégradation d'un certain 
nombre dé produits chimiques par dés bactènes du genre 
Piendenones{octane, camphre, naphtaline, salicylate). Chez 
les Saphydecoceus, Les productions dé penent, dé coigu- 


:] 


lase, d'hémolysne ét dé fbnnalysine seraient aussi d'origine 
plasmidique, 


2.7. Transposons 


Les transposons sont formés d'une série de 
gènes encadrés par des éléments d'insertion d'une 
quinzaine de paires de bases à chaque extrémité. 
Ils peuvent donc « migrers d'une molécule 
d'ADN à une autre à condition que celle-ci pos- 
sède des séquences correspondantes aux éléments 
d'insertion (complémentaires). 

Ces gènes codent nMamment pour un grand nombre de 
caractères de résistance aux antilmotiques. Ainsi oné été mis 
en évidence, chez E. coû, TN, (4 957 pb résistance à l'amps- 
cilhnes, TN {5 704) ph, résistance à la kanamyciné}, TNygyy 
{23 000 pb. résistance au chloramphénicol, à l'acide Fustdi- 
que, à la streptomycine, aux sulfamides et au mercure). 

Le transposon TN, a été plus particulièrement étudié, TI 
comporte, en dehors des éléments d'insertion et du gène de 
résistance à l'ampicilline (gène bla codant pour une f-lucta- 
muse}, une séquence codant Pour une « Tranposass » (res pon- 
sable du phénomène de transposition] et un gène répresseur 
assurant la régulation du système (fie. EAST 


0.8. Éléments inconstants 


2.8.1. Capsule 


De nombreuses bactéries élabhorent des substan- 
ces organiques visqueuses qui entourent leur paroi 
d'une couche plus où moins compacte, Lorsque 
cette couche gélatino-muqueuse présente une 
surface externe libre ét nettement définie, on à 
l'habitude, avec Tomcsik, de l'appeler capsule. 
En revanche, lorsque ces structurés sont plus dif- 
fuses et abondamment sécrétées, on leur donne 
sénéralement lé nom de couches visqueuses. 

Toutes les bactéries ne produisent pas de capsule 
et, dans une même souche, sa formation est large- 
ment influencée par les constituants du milieu ; les 
elucides jouent à cét égard un rôle important. 





2.4,1,1. Alise en éviience 


Pour mettre en évidence la capsule chez la bac- 
trie, on procède habituellement à la coloration à 
l'encre de Chine : sur le fond noir de la préparation 
constituée par un mélange d'encre de Chine et de 
suspension microbienne, la capsule apparaît 
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Figure (1.25 - Transposon Tnâ : gènes tpnA (transposase), bla (-lactamase) et tnpfA (résolvase). 
Séquences IA: éléments d'insertion présentant dés séquences lerminales identiques ét inversées Inverted repems]. 


comme un halo brillant, réfringent, entourant le 
corps bactérien ; les particules de l'encre, agitées 
de mouvements browniens, viennent se heurter 
contre lui. 

Un deuxième type de technique, mieux connu 
sous le nom de réaction de gonflement de la cap- 
sule où réaction de Neufeld, est Fondé sur une 
combinaison antisène-anticorps : lorsque des bac- 
téries capsulées sont mises au contact d'un 
immunsérum spécifique, on observe au micros- 
cope à contraste de phase un « gonflement » de la 
capsule, C'est en réalité une précipitation des anti- 
corps qui réagissent avec les antigènes capsulaires 
correspondants. La rigoureuse spécificité de cette 
réaction a un grand intérêt immunologique : elle 
permet l'étude des constituants capsulaires d'une 
espèce et peut être à la base d'une classification 
antigénique au sein de cette espèce (Immunotype 
ou sérotype). 


2.8.1.2. Morohologie 
et composition chimique 

Généralement, la capsule entoure une cellule 
bactérienne ou, parfois, une courte chaïnette de 
quelques éléments. Sa présence et surtout son 
importance donnent aux colonies obtenues en 
milieu solide un aspect muqueux caractéristique, 
les colonies de type M (par exemple, À prrenma- 
miae). Sans doute peut-on rapprocher de ces 
aspects ce que l'on observe chez les bactéries fila- 
menieuses, les Sphaeroïilus (ie. 1146): ce sont 
ici de véritables gaines très longues dans lesquel- 
les les cellules forment des chaïnes continues, [l'en 
est de même de ces amas visqueux entourant ét 
noyant dans leur masse de très nombreuses cellu- 
les et que l'on appelle rooglées. 

La nature des constituants capsulaires est fré- 
quemment polyholosidique, quelquefois poly- 


peptidique. Chez le pneumocoque, plus étudié en 
raison de son pouvoir pathogène, ils" agit de poly- 
holosides formés de longues chaînes d'acides 
polvaldoboniques, Un acide aldobhonique, 
comme le montre la heure 147, est composé d'un 





Figure 1L46-La gaine chez Sphaeerotlus natans x 
11 000 et 15 G00. 
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Piqure 11,47 - Acide aldobionique, 


ose associé à un acide uronique par une haison 
asidique. Les acides uroniques peuvent être diffé- 
rents selon les souches de l'espèce : acide glucu- 
roniqué, acide galacturomque, acide cellobiuron- 
que : les oses aussi peuvent être de nature variée : 
glucose, galactose, rhamnose, osamine, Cette 
diversité dans la nature des constituants et dans 
leur énchainement entraine des spécificités anti- 
géniques différentes. Elle est à la base de la clus- 
sification sérologique de l'espèce Pneumocoque 
en de nombreux types. 

D'autres bactéries à Gram positif synthétisent 
aussi des capsules de nature polyholosidique. 
Celle de $rr, pvogenes, élaborée seulement au 
début dé la phase exponentielle de croissance, est 


faite d'acide hyaluronique. Celle de Lenconostoc 


mesenteroides est constituée d'un polymère 
homogène, le dextran, hhérant umaquement du 
elucose à l'hydrolyse. Chez CL perfringens, le 
polyholoside constitutif contient deux héxosés : le 
mannose et le glucose. 

La capsule est encore de nature polyholosidique 
chez de nombreuses bactéries à Gram négatif : 
K, pneumoniae, E cali type A,  influenzue. 
Pour quelques bacilles à Gram positif, 8. cnthre- 
CES, Æ mégatheriun et. subtilis, les substances 
capsulaires sont des polypeptides constitués d'un 
seul typé d'acide amimné, l'acide D-glutamique. 


2.6,1.3 Foanctlons 


La capsule ne joue pas un rôle vital comme 
l'appareil nucléaire ou la parot : par exemple, une 
bactérie dépourvue de sa capsule peut croître et se 
multiplier. L'élaboration des substances capsulai- 
rés peut être favorisée par le milieu et, dans cer- 
tains cas, elle exige la présence de précurseurs bio- 
chimiques (par exemple, saccharosc pour le 
dextran). En l'absence de ces éléments, la bactérie 
né forme pas de capsule mais elle conserve tous 
ses autres caractères et, transférée sur un milieu 
convenable, elle recommence à synthétisér uné 
capsule. De même, l'élimination des constituants 
capsulaires d'une bactérie par hydrolyse enzyma- 
tique n'empêche pas cette bactérie de se repro- 
duire, Par mutation enfin, ce pouvoir de synthèse 
peul tré perdu, la cellule n'en restant pas moins 
viable. 


À 


Sans être indispensables à la bactérie, les subs- 
tances capsulaires sont pourtant le support de pro- 
priétés physiopathologiques et immunologiques. 
Elles ont été surtout étudiées à propos des pneu- 
mocoques. Les pneumocoques capsulés sont 
pathogènes : injectés à la souris. ils déclenchent en 
24 heurés uné septicémie mortelle, Les mêmes 
cellules, acapsulées, perdent en même temps leur 
agressivité, Les substances capsulaires sont donc 
de véritables facteurs de virulence. Supports du 
pouvoir infectieux, elles empêchent les défenses 
de l'organisme hôte de se manifester en proté- 
eeant les bactéries de la phagocytose. Elles sem 
bleni exercer un chimiotactisme négatif vis-ä-vis 
des leucacvtes, En fait, le mécanisme intime de ce 
pouvoir est très mal connu. 

Les substances capsulaires sont aussi le support 
de l'antigénicité. Injectées à un animal, elles 
l'obligent à élaborer des anticorps protecteurs 
mas aussi agélutinant, précipiant. Elles sont 
enfin responsables de la spécificité sérologique. 
La nature des polyholosides constitutifs évoqués 
plus haut et leur enchaînement la déterminent 
rigoureusement, Elle a permis de reconnaître 
actuellement plus de 7 tvpes sérologiques chez le 
pneumocoque. Cette classification présente un 
intérêt diagnostique et épidémiologique certain. 

D'un point de vue plus général et aussi plus pra- 
tique, il est évident que la capsule protège la bac- 
térie non seulement dans l'organisme contre les 
phagocytes mas aussi dans l'environnement con- 
tre les nombreux prédateurs (protozoaires) dont le 
développement se fait à ses dépens, De même, les 
bactériophages sont incapables de se fixer et de 
pénétrer chez les bacténes capsulées, Enfin, le 
pouvoir agressif des agents physiques et chumi- 
ques ne peut se manifester vis-à-vis de bactéries 
capsulées, La capsule protège, par exemple, con- 
tre la dessiccation. Elle est donc un important fac- 
teur de survie contribuant au mantien et à la mul- 
tiplication des espèces qui la possédent. 


2.8.2. Éléments extérieurs à la paroi 


2.8.2,1. Couche 5 


La couche S {$ laver), de quelques nanomètres 
d'épaisseur, est formée d'un ou de deux types de 


polypeptides, parfois liés à des hydrates de car- 
bone, arrangés en réseau d'aspect cristallin carré, 
hexagonal ou oblique {aspect comparable à celui 
de la cotte de malles des chevaliers), Elle est 
résistante aux détergents et aux protéases, Chez 
les bactéries à Gram positif, elle se retrouve à 
l'extérieur du peptidoglycane auquel elle n'est pas 
liée de manière covalente, tandis que chez les bac- 
téries à Gram négatif, elle se retrouve à l'extérieur 
de la membrane externe, Le lipopolysaccharide 
joué un rûle dans son ancrage, Elle sert probable- 
ment de filtre empéchant le passage des grosses 
molécules et a aussi des fonctions antiphagocvtai- 
res et antibactériophages. 


2.8.2.2. Giycocalysx 


Le glyvcocalvx est une couche constituée de 
polysacchandes hballares qu entoure la paror. Il 
s'agit d'un constituant universel du monde bacté- 
rien, difficile à voir au microscope électronique, 
rapidement perdu en culture tr vitre. Le elycoca- 
lyx permet aux bactéries d'adhérer entre etles et de 
former des microcolonies sur les surfaces vivantes 
ou inertes. (voir chap. VIRS LT fe VIE5 


2,8.2,3. Zoogiée 


La zooglée est une formation volumineuse, 
partons macroscomque, d'aspect glaireux, consti- 
tuée d'amas de bactéries englobées dans leurs 
couches gélatineuses (ou glycocalyx}réspectivés. 
D'autres micro-organismes peuvent y Être asso- 
ciés, Cette structure macroscopique joue un rôle 
dans cértamés pathologies (par exemple, botrvo- 
mycose du cheval}. Elle représente aussi une 
défense vis-a-vis des antibiotiques qui ne diffu- 
sent que peu à l'intérieur de la formation. 

En voici quelques exemples : le grain de botryo- 
mycosc = zoogléc dé Sraphylococcns aureus : le 
grain de Kéfir (lait fermenté du Caucase) 
=zioogléée dé Lacteaciilus caucasiens 5 la 
gomme des sucreries = zooglée de Leuconastoc 
mesenterondes. 


2.8.3. Cils et flagelles 


Dans le monde des protstés inféneurs, on ren- 
contre deux types de mouvement, Les algues 
bleues et les myxobactéries, d'une part, se dépla- 


cent par glissement sur un support solide (le méca- 
nisme de ce mouvement est pour l'instant parfar- 
tement inconnu), les eubactéries et les spirochètes, 
d'autre part, se meuvent grâce à des organes laco- 
moteurs spécialisés : chez les eubactéries, ce sont 
les flagelles : chez Les spirochètes, il s'agit d'un 
lilament axial finement enroulé autour de la cel- 
lule et fixé à ses deux extrémités. 


2.8.3.1. Mise en évidence et structure 

Les flagelles et les cils sont dés orgamites extrè- 
mement ténus, invisibles au microscope optique 
sur des cellules vivantes : les flagelles sont des 
organités plus longs que les cils et, surtout, sont 
mobiles par rotation alors que les cils le sont par 
battements. Malgré cela en bactériologie, les ter- 
mes flagelles et cils sont généralement considérés 
Comme SYNONYMES. 

Leur mise en évidence doit utiliser les artifices 
des techniques de coloration. Toutes consistent à 
épaissir le diamètre de ces filaments en les traitant 
dans un premier temps par un mordant énérgique, 
puis par une solution colloïdale qui, en se déposant 
à leur surface, les grossit considérablement et les 
rend visibles {jie. H4#), La méthode classique de 
Leifson (fuchsine basique) et les techniques de 
Fontana-Tribondeau et de Rhodes (imprégnation 
argéntiqué) reposent sur ces principes. Cependant, 
la meilleure méthode d'étude est l'observation au 
microscope électromque qui, seule, permet de 
détailler leur forme, leur mode d'insertion et leurs 
dimensions (fig. HE40). 

Les flagelles apparussent sous la forme d'orga. 
nites simples, filamenteux, sinueux, généralement 
plus longs que la bactérie elle-même, de l'ordre de 
6 à 20 um, La plupart du temps, leur épaisseur 
varie d'une espèce à l'autre : elle serait de 12 nm 
chez les Frorens et de 20 à 25 nm chez les vibrions 
et les Pseudomonas. 

Chez le spirochète, le filament axial enroulé 
autour du corps cellulure et attaché aux deux 
extrémités de la bactérie serait en réalité formé de 
deux touffes de fbrilles polaires venant se rejoun- 
dre en son centre. Ces filaments sont quelquefois 
si nombreux qu'ils peuvent former un bourrelet ou 
une crête (crisra) tout le long du corps cellulaire. 

La connaissance du mode d'insertion des flagel- 
les peut être mise à profit dans un but pratique dé 
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Figure 11.48 - Bacténies ciliées aprés coloration. 
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Figure 11,49 - Bacténes ciliées observées en microscopie électronique. 


a; Mbno metchaikow, x 12 000: b: Proteus vulgaris, x 45 000 : c : E co, x 15 000, 
Phole créproduitée avec l'aimablé autorisation du Prof Or. K CG Setter et ou Dr. Reinhard Rachel, Université de Regensburg, Centre 


des Archées, D-S3040 Alemagnel 


diagnostic. On distingue deux types principaux 
d'insertions : polaire et péritriche, Dans le sys- 
ème polaire, le ou les cils sont insérés à une ou aux 
deux extrémités de la cellule ; la bactérie est mono- 
triche si l'on ne rencontre qu'un seul flagelle à 
l'une de ses extrémités, amphitriche lorsqu'un 
flagelle émerge à chacun des pôles, lophotriche 
lorsqu'une touffe de cils apparaît à l'une ou aux 
deux extrémités. Dans Le système péritriche, la 
bactérie porte de très nombreux cils insérés sur tout 
le pourtour de la cellule. L'intérêt de ces notions est 
évident en taxononue : ainsi, dans la farulle des 
Pseudomonadaceae, les bactéries sont générale- 
ment mobiles gräce à des flagelles polaires : dans 
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la famille des Enrerobacteriaceae, toutes les cel- 
lules mobiles possèdent un système flagellaire 
péritriche. Les images observées au microscope 
électronique et les études de diffraction aux 
rayons À ont précisé la structure des flagelles : à 
seraient constitués par des chaînes polypeptidiques 
arrangées parallèlement ou enroulées en hélice 
autour de l'axe du flagelle. Chez £ fvphi marin, 
ils seraient formés par des sous-unités globulaires 
ahgnées parallèlement à l'axe. 





Les flagelles peuvent être détachés mécamquement de Lu 
cellule et purifiés pur centrifugation différentielle, L'analyse 
chimique révèle la présence d'une protéine majeure, d'une 
masse molaure de 40 à 40 kd. la Magelline. De lu classe des 


kértomyosines, elle contient les 14 acides aminés habatuels 
dé dés protéines, la cystéine excemée. 

Lé point d'insertion des flagelles est probablement cyto- 
plasnique, Les expériences au cours desquelles la paroi bac 
ténienare est détruite par le lysozyume, aboutissant ainsi à la for- 
mation de protoplastes ciliés. prouvent en effet que Le point 
d'ongine du cil est Le protoplasme et non La paroi. Die non. 
breuses ét magnifiques images de microscopie électronique 
technique de l'ombrage) montrent que le flagelle traverse ta 
paroi et semble préndre racine dans Le cytoplasme au niveau 
d'un granule hasal d'assez lortes dimensions, de atructure 
complexe par ses linisons avec les enveloppes cellulaires. 

Ce corps basal comprend deux anneaux protéiques. Le plus 
interne est relié à la membrane cytoglasmique ; le plus 
éxtèrné, visible surtout chez les bactéries à Gras négalif, est 
relié au LPS et au pepudoglycane Ce. HS. 

La croissance du flagelle est assurée non à partir de lu base 
mais par un prolongement de l'extrémié : les molécules de 
flagelline formées dans la cellule qui traversent la partie cen- 
trale creuse du flagelle et s’additonnent à l'extrémité wermi- 
male. Ce procesous de synthèse est appelé autoassemblage, 
toutes les informations pour la structure finale du flagelle rési- 
dant dans Les sous-unités protéiques elles-mêmes. Lorsqu'une 
fraction de l'extrémité est brisée, elle est régénérée, 


2.8.3, Fonctions 


2.8.3.2.1, Mobilité 

Les bactéries Magellées se déplacent dans les 
milieux liquides ou à la surface des gélases molles 
qu'elles recouvrent parfois en formant un véritable 
film. Cetenvahissementest classique chez les Pro- 
eus où les Pseudomonas :1l constitue un méonvé- 
nient majeur au cours de l'isolement des espèces en 
masquant la présence des autres bactéries. 
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Figure N.50 - Structure schématique du corps basal 
d'un flagelle d'une bactérie à Gram négatif. 


L'anneau meme (rotor comporte 16 sous-nfés pouvant êire 
mises an mouvement par un flux de protons. 


Pour mieux mettre en évidence ce mouvement, 
on ensemence un milieu faiblement gélosé, en 
piqûre centrale : les bactéries immobiles se déve- 
loppent le long de la piqûre. les cellules mobiles 
cnvalssent toute la masse. 

Pouresphiquer le phénomène de mobilité des cils, on a évo 
qué une modification de forme où de position des molécules 
protéiniqués par analogie avec la contraction musculaire. 
L'énergie nécessaire proviendrnt d'un gradient de protons 
(voir chap. IV. Le déplacement d'une bactérie à la vitesse de 
LO um? exige uné quantité d'énérgié équivaleme à celle 
fournie par 2% du métabolisme cellulaire, Les bactéries 
aérobies conservent leur mobilité en ansérobiose à condition 
qu'on leur fournisse de l'arginine : le système enzymatique 
is en cause est l'arginine dihvdrolase qui conduit à la for- 
ation d'omihine en méme temps qu'il hbère de l'ATE, Le 
flagelle, par contre, aurait une structure rigide qui se dépla- 
cérauil par rotation à la maruèré d'une hélice, Le mouvement 
serait déclenché à partir du granule basal qui agirait à la façon 
d'une turbine, les deux anneaux intérmes (membrane) repré: 
scnlant l'un le moteur Grnor mobile) l'auvre le star (fixe). 

La nature exacte de ce mouvement tourbillonnant com- 
mence à être élucidée, Le rotor est constitué d'une protéine 
membranaire de 16sous-unités identiques disposées en 
anneau (fig. dE 0), L'autre anneau protéique, relié à la paroi, 
constitue le staror, L'énergie provient du gradient de protons 
voir chap. IV. Des mesures réalisées chez E, cofront montré 
que, pourune révolution du Magelle, un flux entrant d'environ 
230 protons estnécessure, est vraisemblable que le passage 
d'un proton à travers chacune des 16 sous-unités fasse tourner 
ke système de 1/16 de tour et que, donc, il fulle au total 
16 x Lé soit 256 prions pour réaliser un tour, 


2.22, Chimiotecthiene 


Les bactéries mobiles sont douées de chimio 
tactisme (où chimiotaxie). Certaines substances 
(sucres, acides aminés) les attirent : d'autres (phé- 
nols. acides, bases} les repoussent. Il existé donc 
une chimiotaxie positive et une négative, La 
réponse cellulaire vis-ä-vis dé ces composants 
serait due à un gradient d'informations plutôt qu'à 
un gradient d'énergie comme on l'a supposé 
durant de longues années. 

Les bacténes « sentent » leur environnement 
vrûce à des récepteurs chimiques spécifiques 
(une vingtaine chez E. coli} présents dans la mém- 
brane cytoplasmique. Leur spécificité n'est pas 
absolue ; c'est ainsi que le récepteur du galactose 
reconnait également le slucose et le saccharose. Il 
+ en a trois types, chacun s'occupant de la réponse 
à un petit groupe de substances chimiques. 

Le premier interient dans la réponse aux acides aminés. 
les deux autres dans la réponse aux glucides et aux dipeptides 


:) 


. EST Pour les deux premiers, a hason se traduit direc- 


tement par un signal cytoplasmique. Pour ke deuxième, une 
étape préliminure dé transfert à travers l'espace péniphismi- 
que a Lieu par Pimcrmédiane des protéines < de liuson de 
Subsirat s (ver 2,4,3,2,2,) puis la hatson au récepteur mem- 
branatre se traduit en signal cytoplasmique, 1 semble que 
l'étape première de ce signal soitune méthslation de la partie 
coplasmique de ces récenteurs, Elle est cualysée par une 
cnrvynte soluble, la méthyl transtérase, agissant au niveau de 
groupements carborvles ibres sur des résidus glutamates 
Gusqu'à quatre par récepleur), Pour cette raison, les récen- 
leurs soûl appelés « protéines méthslables dé chimiotaxie 
(MCP : nretil accassing chenrotaxis proteins. Une succes 
sonde phosphorlanons en cascade dé protéines (médisteurs 
intracelulaires, far 51} couple cette acuvation des récep- 
eurs à la modification de la rotation Magellaire, modifiant 
ainsi lé déplacement dé la bactérie. 

Ainsi, lors du déplacement des bactéries ou 
« nage », la présence ou l'absence de signal chi- 
miotactique modifie les positions des flagelles et 
faut que soit des périodes dé nage régulière sont 
fréquemment interrompues par des changements 
de drechon aléatorres (absence dé signal}, scat des 
pivotements sont partiellement supprimés et la 
nage reprend dans une direction privilégiée vers 
une zone de plus forte concentration en signal 
(ès, IE STE Le phénomène de swarming, quelque- 


fois observé dans les laboratoires, est un type de 
comportement chimiotactique. Des bactéries ino- 
culées au centre d'une gélose métabolisent le 
nutriment dans leur voisinage immédiat, créant 
ainsi ur propre gradient chimique, Elles vont 
ensuite se déplacer à partir du centre, suivant ce 
gradient, en formant un anneau de croissance où 
plusieurs composés nutritifs seront successive 
ment métabolisés. Le swarming caractéristique de 
centaines souches très mobiles de Pr. vulgaris en 
est un exemple, Finalement, ces étapes successi- 
vés se traduisent par l'application d'anneaux con- 
centriques sur le milieu gélosé. 


283.23. Proprétés antigénmiques 

Les fagelles confèrent à la bactérie dé nouvelles 
propriétés antigéniques. L'agglutination obser- 
véc en présence d'anticorps correspondants est du 
type floconneux par opposition à celle donnée par 
les antigènes du corps bacténen (antigénés soma- 
tiques O). La spécificité des antigènes flagellaires 
réposé sur le nombre et la séquence des acides 
aminés dans la molécule protéinique : elle peut 
etre propre à une espèce ou aux différentes sou- 
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Figure [51 - La chimiotaxie bactérienne ; étapes de la transduction du signal. 
Les substances stiractives se Hxent à des récepteurs orotéques dans l'espace pérolesmiques : ceux-ci acssent sur l'une des $ pro- 


téines méstylabies (MCP1 : 
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Figure 11.52 - Schéma des trajectoires de nage de la 
bactène. 

En l'ebsence de substance attrective (a) les périodes de nage 
sont imerrompues ar des protéements Grels qui Changent ai 
hasard l8 diréciion de là nage, 

En présence d'une substance attractive (bi les pivotenrents sont 
supprimés et ls bactérie progresse vers k signal chimigtactique. 


Un Biofoge mofécuiaire de la calluie +, Farmanon Médecine 
Sciences, Fans 1566] 


ches de la même espèce. Ces différences ont été 
exploitées pour la éaracténsaton Immunologique 
des types bactériens, La classification des Serrro- 
nella par Kaufmann-White en est l'exemple le 
plus remarquable. 


2.8.4. Pili ou frimbriae 


L'existence d'appendices Aliformes différents 
des flagelles a été révélée par le microscope élec- 
tronique. Îls sont fréquents chez les bacilles à 
Gram négatif, rares chez les formes à Gram posi- 
tif. On leur a donné le nom de pili (ou fembriae). 
On en distingue deux catégones, de morphologie 
et de fonction distinctes : les pili communs (de 
type let les pri sexuels. 

Les prémers sont distribués en grand nombre 
autour de la bactérie (jusqu'à plusieurs centaines). 
Ils sont ténus, courts, naides ét donc cassants, On 
pense, d'une façon générale, que leur présence est 
en rapport avec les propriétés hémagglutinantes 
de la bactérie. 


Les seconds sont plus longs, atteignant 20 1m. et 
se terminent par un renflement. Leur nombre, fai- 
ble, varie de 1 à 4. [ls paraissent jouer un certain 
rôle au cours de la conjugaison bactérienne, bien 
qu'il ne soit pas clairement défini, Il est possible 
qu'ils interviennent dans la reconnaissance entré 
bacténes «< mâles » qui sont les seules à en possé- 
deret bactéries « femelles », où dans le transfert du 
chromosome (voir chap, VT), le diamètre du canal 
céntral des pl étant Kégèrement supérieur à celui 
du duplex chromosomique, On sait aussi qu'à 
l'extrémité renflée de ces pif sexuels peuvent se 
fixer spécifiquement certans phages qui injéctent 
leur matériel génétique par le canal des pifé, 

Les pi peuvent être facilement séparés par simple agrta- 
tion, [ls sont constitués d'uns protéine associant dés sous-unis 
és d'une masse molaire d'environ 17 OK daltons, appelés 
pilines, Ces sous-unités libérées par chauffage où par traite- 
ment l'acide peuvent réformer froid et à pH neutre la struc- 
tre prtéinique onginelle, 

Un groupe de bacténes à Grram positif, les Sremococces, 
pone une couche exteme de protéines Olamenteuse, Îles 
protéines M Gebriec), qui représentent lantigéne de sur 
face essentiel des Srésmacarceous et qui permettent leur adhé- 
sion dans lés Ussus dé l'hôte. 


2.9. Spores bactériennes 


Certaines bactéries ont le pouvoir de se trans- 
former en petites unités ovales où sphériques 
douées d'une résistance extraordinairement éle- 
vée lorsque ke milieu s'épuise en éléments nutritifs 
ou lorsque les condihons physico-chimiques exté- 
neures changent. On les appelle spores ou endos- 
pores puisque leur formation est intracellulaire. 
Ces structures particulières ont retenu l'attention 
des premiers bacténologistes. Pasteur noté leur 
existence chez le bacille de la flacherie des vers à 
soie puis chez le bacillé butyrique, Prévot, à l'Ins- 
ütut Pasteur de Paris, démontre leur exception. 
nelle résistance en prélevant des spores à l'inté- 
neur des momies embaumées depuis plusieurs 
millénaires : en quelques heures d'incubation à 
37 °C dans un milieu favorable, il obtient d'abon- 
dantes cultures. 

Les spores, dans dés conditions physico-chimi- 
ques favorables, peuvent retourner à la forme 
végétative, Le cycle sporal caractérise ces trans- 
formations où altérnent les phases végétatives de 


cl 


croissance, le processus de sporulation et la ger- 
mination. 

Les endospores caractérisent trois principaux 
genres bactériens : les Bacillus, les Clestridiun et 
les Sporosarcina. Tous ces germes sont à Gram 
positif surtout au cours de la phase exponentielle 
de leur croissance ; ils ont ensuite tendance à 
devenir Gram négatif. La plupart (Bacillus, Clos- 
tridiwm) sont mobiles par cils péritriches, Pour la 
plupart également, la teneur en G + C de leur ADN 
est comprise entre 30 et 40 %. Leur habitat naturel 
est le sol. Quelques espèces seulement jouent un 
rôle important en pathologie infectieuse humaine 
ou animale par la production de toxines. Ce sont, 
par exemple, CL perfringens, agent de la gangrène 
gazeuse, C1 botalinum, responsable du botu- 
lisme, CL tetani, agent du tétanos et #. anthracis, 
à l'origine dé la maladie du charbon. 


2.9.1. Morphologie et structure 


Pour étudier la morphologie des spores, on uti- 
lise des techniques de coloration spéciales fon- 
dées, par exemple, sur l'alcoolo-acido-résistance 
des cellules (coloration de Mäller). Sur la bactérie 
vivante, la spore apparaît comme un espace clair, 
réfringent, ovoide, limité par un contour régulier, 
Elle peut déformer où non le corps microbien, Sa 
position dans la cellule est recherchée dans un but 
taxonomique : elle est en effet centrale chez cer- 
tains Bacillus, subterminale chez les Clastridiun, 
terminale chez les Plectriditn (fie. 153), 

La spore libre observée en microscopie électro- 
nique présenté une structure complexe résultat de 
ces modifications cytologiques et biochimiques. 
La région cytoplasmique centrale présente une 
texture homogène et dense aux électrons. Elle 
comprend des zones claires correspondant au 
matériel nucléaire, les autres régions, sombres, 
lcahisant les acides nbhonucléiques et les substan- 
ces de réserve. 

Les enveloppes constituées autour de la mem- 
brané sporale ont des structures et dés composi- 
tions variées. Sur le schéma de la fivnire 1154, on 
distingue : 

- la paroi sporale, contenant le peptidogls- 
cane normal qui deviendra, après germination de 
la spore, la paroi de la cellule végétative : 
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Figure H,53- Spores. 

a : terminales et Mores chez Miecinicium ; 

©: centrales et libres chez Bacs : 

& : terminales délormanies chez Ciosinouom. 


- le cortex, qui représente de 10 à 20 % de 
l'ensemble et qui est une couche épaisse d'aspect 
monomorphe, très transparente aux électrons : il 
est formé d'un peptidoglvcane inhabituel avec 
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Figure |L54 - Structure de la Spore bactérienne. 


beaucoup moins de liaisons internes et est très 
sensible au lysozyme ; il contient une forte pro- 
portion de dipicolinate de calcium ; son autolyse 
constitue une étape déterminante de la germina- 
tion : 

— les tuniques (interne et externe}, qui repré- 
sentent de 20 à 35 % de l'ensemble ; elles sont 
composées d'une protéine de type kératine riche 
en liaisons disulfures ;: imperméables, elles sant 
responsables de la résistance aux agents chimi- 
ques ; 

- l'exosporium enfin, la couche la plus 
externe, qui est uné membrane lipoprotéinique 
contenant 20 % de sucres : il n'est pas essentiel à 
la survie de la spore. 


2.9.2, Phénomène de sporulation 


La spore, qui prend naissance dans la cellule 
végétative, est une cellule entièrement nouvelle et 
différente du point de vue structuré, composition 
chimique et enzymatique. Les observations faites 
tendent à montrer que les endospores, qu'elles 
proviennent des Clostridiun ou des Bacillus, pré- 
sentent à peu près la même nature et les mêmes 
propriétés. Le phénomène de sporulation ést 
déclenché par l'épuisement des ressources nutri- 
tives dans un contexte physico-chimique qui peut 
être variable suivant les espèces. Si l'on désigne 
par 10 le temps zéro de la sporulation, c'est-à-dire 
celui qui correspond à une cellule bactérienne en 
phase stationnaire de croissance (après la phase 
exponentielle), la formation de la spore va durer 
environ 7 heures (de tÜ à 17). 


2.9.2,1, Evénements cytologiques 


Du point de vue cvtolagique, la sporulation peut 
être décomposée en plusieurs étapes, comme le 
schématise la figure 155 dans le cas de #. subrilis 
(voir fé. 0 

* Stade l'{a}. Dans la cellule végétative en 
phase de croissance stationnaire, donc en 
l'absence de division, la sporulation débute avec 
l'arrêt total de la synthèse d'ADN, d'ARN (nbo- 
someés) et donc de protéines. Le premier change- 
ment visible consiste dans la conversion du 
nucleus compact en un filament chromatique 
axial qui s'étend sur presque toute la longueur de 
la cellule, 

+ Stade 2 (b). Le filament nucléaire se condense 
à une extrémité, En même temps que s'individua- 
lise le futur appareil nucléaire de la spore (com- 
portant l'intéeralité du patrimoine génétique), une 
division cellulaire asymétrique s'amorce avec 
croissance interne d'une double structure mem- 
branaire qui forme un septum transversal subpo- 
laire et partage la cellule en deux parties inégales : 
l'une, petite, donnera naissance à la spore : l'autre, 
plus importante, correspondant à la cellule végé- 
tative qui porte la spore embryonnaire, est appelée 
sporange. 

+ Stade 3 (c). La synthèse de ce septum se pour- 
suit au cours du troisième stade et localisée une 
zone lisse, transparente, entièrement autonome, 
comprenant un appareil nucléaire, un cytoplasme 
et une double membrane continue, l'une cytoplas- 
mique, l'autre préfigurant la future paroi. C'est la 
préspore, Contrairement à ce qui se passe au 
cours de la division cellulaire, on n'observe pas, 
ici, La synthèse d'une paroi transversale qui sépare 
la cellule mère en deux cellules filles. À ce stade, 
la préspore est parfaitement visible au microscope 
électronique, 

* Stades 4 à 6 (d, e). Dans lé sporange, la prés- 
pore va « mûrir » progressivement en s'entourant 
d'un certain nombre de téguments ou envelop- 
pes. Au cours de la maturation, c'est la double 
membrane sporale qui engage le processus de 
synthèse active de ces nouvelles couches : là 
paroi sporale et le cortex forment entre les faces 
internes de la double membrane, la tunique 
sporale et l'exosporium qui se disposent à l'exté- 
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Floure 11.55 - Schéma des princicales étapes de la sporulation. 


2.9,2.2 

Les modifications structurales qui caractérisent 
le phénomène de sporulation coïncident avec un 
véritable bouleversement des activités métaholi- 
ques de la cellule. 

Dans le cytoplasme de la spore mûre, individua- 
hsée ét hhérée, la plupart des enzymes dé la cellule 
végétative sont dégradées et remplacées par un loi 
de constituants de la spore. Le cyloplasme sporal 
est encore appelé core. Il contient un appareil 
nucléaire identique à celu de la cellule végétative, 
tout l'appareil nécessaire à la synthèse des protér- 
nes et, enfin, un système producteur d'énergie tiré 
de la alvcolyse et faisant appel aux flavoprotéines 
comme transporteurs d'électrons. 

Avec B subrilés, comme avec de nombreux 
autres Bacillus, Le cycle de Krebs, incomplet et 


| 


Physiiogie de la sporulation 


inacul au cours de la croissance, est intégralement 
reconstitué grâce à la synthèse des enzymes man- 
quantes. À la suite de remaniements, la chaîne res- 
pirate assure l'oxydation complète des métaho- 
lites accumulés au cours de la croissance et la 
production d'ATPinchspensable aux néosynthèses. 


2,8.2.2. 1. Acides aminés et protéines 


On assiste à un renouvellement rapide des protéi- 
nés. De nombreuses enzymes protéoluques exrs- 
tant au cours de la croissance où réprimées sont 
synthétisées : amylases, protéases, nucléases au 
stade 1: alarune déshydrogénase au stade 2: phos- 
phatase alcaliné au stade 3, etc. Certaines d'entre 
elles, non indispensables à la formation de la spore, 
sont excrétéés, Le changement le plus sigmihcatit 
est l'augmentation du pool des acides aminés 








Figure 11.56 - Les cinq stades principaux de la sporula- 
tion chez Bacillus subtilis. 


Clichés pris en microscopie électronique * 20 000 fFhots publiée 
avec l'aimable autonisation de Mme Fyter, institut Eesreurl. 


libres: acide N-succinvelutamique au stade |, 
acide sulfolactique aux stades 2 et 3, acide dimco- 
linique aux stades 3 et $. 
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Au stade 3, la teneur en ARN diminue. Les ARN 
messagers et les ARN de transfert continuent à 
être synthétisés ; en revanche. la synthèse des 
ARN ribosomaux est stoppée, leurs constituants 
servant à alimenter le pool nucléonudique néces- 
saire pour de nouvelles synthèses. Il en va diffé- 
remment de l'ADN dont la formation se poursuit 
jusqu'au stade 2 Il s'agit d'une production rési- 
duelle qui correspond à la duplication du chromo- 
some amorcée à 1 sans qu'une réplication nou- 
velle soit engagée par la suite. Au stade 2, tous les 
sporanges sont binucléés : l'un formera l'appareil 
nucléaire sporal, l'autre sera détruit au cours de la 
lyse ultérieure du sporange. 
2.9.2,2.3 Enveloopes 

Les études d'incorporation de précurseurs mar- 
ques permettent de suivre l'élaboration des consti- 
tuants des enveloppes. La synthèse accélérée de 
phospholipides entre stades 1 et 3 correspond à la 
lormation du septum membranaire de sporulatron et 
à sa progression autour de la préspore. Autour de 
cette membrane, l'existence d'une fine paroi 
(future paroi de la cellule végétative) provient de la 
synthèse des unités mucopeptidiques au stade 1. Le 
slycosamnopepude formé au stade 3 est incorporé 
dans les structures corticales, Ce sont ensuite les 
protéines de type kératune qui sont synthétisées en 
grande abondance et qui forment les deux tuniques 
intéme et CXICTNE. 

En fin de compte, au niveau de la spore libre, tou- 
tes les activités métaboliques sont en « sommeil », 
l'essentiel des synthèses, notamment cnzymati- 
ques, y étant presque nul. Pour cette raison, on 
donne à cette cellule le nom de spore dormante. 


29.23 Génétique de l& sporulation 


Le phénomène de sporulation résulte d'un enga- 
gement irréversible de différenciation cellulaire 
dont la nature est inconnue, Il est possible, en 
effet, de prolonger la croissance exponentielle des 
cellules par une réalimentation du milieu aux sta- 
des | à 2, cette possibilité est exclue. 


Dans une population de bactéries en phase exponéneielle de 
croissance, il existe un choix exclusif pour chaque cellube de 
POULE sa Croissance vécétiive où de s'engager dans le 
processus de sporulaton. Cette probabilité est variable en 
fonction des conditions physivo-chimiques e nutnitonnelles. 
En fin de croissance, elle est de | quel que soit le milieu, 
L'étude des facteurs conditionnant cetté probabilité montre 
que celle-ci est due à une répression des gènes de sporulation 
par des catabolites azotes. L'épuisement des sources carbo- 
nées et azotées en fin dé croissance détermine le processus 
irréversible de sporulation. 

La sporulation est génétiquement commandée. Les gènes 
qui comditionnent l'événement sont très nombreux (plusieurs 
dizaines), Plusieurs types de mutants de sporulation ont été 
décrits, Les uns, mutants asporogènes. appelés spo ou 
MULANEE RorMaux, existent à chacun des stades de la sporula- 
tion : matants po 0. spa L. spa 2. spo 6. Îl est donc clair 
qu'il existe toute une série de gènes de sporulation non ex pri 
més durant la croissance et susceptibles d'intervenir à cha- 
cune des Étapes du phénomènc. 

Ces mutants asporogènes sont bloqués dans la biosynthèse 
d'un métabolite essentiel ct ils accumulent ou excrètent donc 
le substrat de La réaction qu'ils sont incapables d'induire selon 
qu'il s'agit de macromolécules ou de peütes molécules. Ce 
sont dés mutants quintionnels. Ainsi, un mutant incapable de 
synthétiser l'acide dimcolinique (spo di peut cependant spo- 
ruler lorsque ce métabolite lui est fourni, À côté de ces 
mutants asporogènes, normaux, on à décrit des mutants 
# MONSUUEUX »# Où < AÉRTTANS », présentant des anomalies 
profondes dé structure comme l'absence d'une dés envelop- 
pes caractéristiques. 


2.9.3. Propriétés 


2.9.3. 7. 


La thermorésistance est certainement une des 
propriétés les plus étudiées chez la spore. Elle varie 
considérablement d'une espèce à l'autre ou entre 
les souches d'une espèce ou encore selon l'envi- 
ronnement. D'une façon générale, les spores survi- 
vent après un chauffage de 70 à 80°C durant 
10 minutes, Certaines (Plectridion caloritolerans) 
résistent plus de $# heures à 100 °C et 5 minutes à 
120 °C. Cette thérmorésistance des spores pose des 
problèmes difficiles au cours des opérations de sté- 
rilisation aussi bien dans les hôpitaux et les salles 
de chirurgie que dans l'industrie alimentaire où 
l'on recherche les moyens les plus adaptés à la sta- 
bilisation des conserves (voir chap. Vi. 

La thermorésistance de la spore, de nombreuses 
données le suggèrent, est en rapport avec la pré- 
sence d'un constituant chimique spécifique, 
absent des formes végétatives, l'acide dipicolini- 
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que (acide pyndine-2-6-dicarboxylique). Ce com- 
posé, découvert en 1953 par Powell et Srang, 
n'avait jamais été isolé chez les procaryotes ou les 
eucaryotes. Formé exclusivement au cours de la 
sporulation, il est vraisemblablement produit à 
partir de l'acide diaminopimélique. Il se trouve 
sous forme de dipicolinate de calcium (fre. 1157) 
etreprésente de 10 à 15 % du poids sec de la spore. 
Le rôle de cette association est aisément 
démontré : en remplaçant le calcium par le stron- 
tium, on obtient des spores défectives, thermo- 
<ensibles, Un autre constituant, l'acide L + N- 
succinyl-glutamique, inexistant dans les cellules 
végétatives et synthétisé dès les premiers stades de 
la sporulation, est également susceptible de jouer 
un rôle dans la thermorésistance. 

Cette propriété conférée par l'association Cat+- 
DPA peut sans doute être expliquée par d'autres 
facteurs : l'état déshydraté des constituants cyto- 
plasmiques, l'imperméabilité des enveloppes. Le 
contenu en eau de la spore est extrèmement bas, 
entre 15 et 20 % du poids, alors que celui d'une cel- 
lule végétative est d'environ 80 %. On connaît par- 
faitemeni le haut degré de résistance à la dénatura- 
ton thermique des protéines ou des acides 
nucléiques lorsqu'ils sont à l'état anhydre. La dés- 
hydratation progressive de la spore au cours de sa 
maturation constitue, à n'en pas douter, un des évé- 
nements majeurs conditionnant la propriété de ther- 
morésistance. Cela est tellement vrai que le premier 
stade de la germination de la spore est marqué par 
une réhydratation, un gonflement de la cellule en 
mème temps qu'une solubilisation de l'acide dipi- 
colinique qui est libéré dans le milieu extérieur, Cet 
état déshydraté est conservé grâce à l'imperméabi- 
lité des enveloppes et, principalement, du cortex. 
Finalement, l'acquisition de la thermorésistance de 
la spore, parallèle à celle de sa réfringence, est 
étroitement et peut-être uniquement dépendante de 
la synthèse du dipicolinate de calcium, composé qui 
assure à la cellule sporale son imperméabilité et son 
état de déshydratation très poussé. 
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Figure 1157 - Diplocolinate de calcium. 


2.9,3.2, Résistance 
aux agents physico-chimiques 


La spore n'est pas uniquement thermorésis- 
tante. $a résistance est aussi significative vIS-à-vI$ 
d'autres agents physiques comme les rayons UV, 
les rayons X et, surtout, les ultrapressions, Les 
spores seraient les formées de vie connues les plus 
résistantes dans ce domaine. 

Enfin, le contact avec de nombreux agents chi- 
miques ne semble pasexercer une influence néfaste 
sur les propriétés générales et la survie de la spore. 
Les spores bactériennes sont beaucoup moins sen- 
sibles aux agents antiseptiques et aux désinfectants 
que les formes végétatives correspondantes. Les 
antibiotiques en particulier peuvent n'être que 
légèrement sporostatiques vis-à-vis d'une espèce 
alors qu'ils manifestent un pouvoir bacténcide 
élevé sur les formes végétatives de la mème espèce, 
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Les spores résistent longiemps dans les milicux 
extérieurs, plusieurs mois à plusieurs années, 
voire, dans des conditions particulières, plusieurs 
siècles, On a ainsi pu fure gérmer des spores trou- 
vées dans la momie de Ramsès IE 


2.9,3.4 Synthèse d'antibiotiques 


De nombreuses bactéries sporuléés sont capa- 
bles de synthétiser des antibiotiques. Tel est le cas 
de 8. licheneformis qui produit la bacitracine, de 
B, polymvxa qui élabore la polymyxine, etc, La 
synthèse de ces substances antibactérniennes de 
mème que celle d'autres produits d'excrétion, 
comme les protéases et les rhonucléases, se situent 
en fin de phase exponentielle de croissance, c'est- 
à-dire au moment de l'engagement irréversible du 
phénomène de sporulation, Les mutants asporogé- 
nes précoces perdent en même temps la faculté de 
synthétiser ces métabolites. [l apparait donc, à 
l'évidence, que ces événements sont étroitement 
associés et sont soumis, au cours dé la croissance 
végétative, au même mécanisme de répression. 

B. thuringensis est pathogène pour les lépidop- 
tères (chenilles) ; son pouvoir toxique est dû à un 
volumineux cristal protéique pyramidal très trré- 
guher formé au cours de la sporulation et qui reste 
adhérent à la spore. 


Les protéines cristallisées exercent leurs effets 
sur la chenille en lysant les cellules épithéliales de 
l'intestin moyen et en provoquant la paralysie du 
tube digestif, L'insecte infecté cesse de se nourrir 
et finit par mourir. 


2.9.4, Germination 


Lorsque la spore est placée dans des conditions 
favorables de croissance, elle subit une série de 
transformations progressives et devient finale- 
ment une nouvelle cellule végétative. Ce proces- 
sus, appelé germination T, comprend trois stades. 


2.9.4.1. 


Mëme lorsqu'elle ést placée dans un environne- 
ment idéal propice à la germination (par exemple, 
milieu riche en éléments nutritifs}, la spore, pour 
germer, doit être activée par un agent capable de 
léser la tunique sporale afin de lever la dormance. 
Cet agent indispensable au développement du 
phénomène peut être mécanique (choc, abrasion), 
physique (chaleur), chimique (acidité, composé à 
eroupe SH libre), L'activation thermique est par- 
ticulièrement bien connue : le chauffage des spo- 
res entre 65 et 95 °C raccourcit Le temps de ger- 
mination. Ce phénomène est mis à profit au cours 
de la tyndallisation (voir chap. V1. 
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2.9.4.2, initiation 


La germination ne débutera ensuite qu'en pré- 
sence de conditions favorables d'hydratation et de 
métabolites effecteurs, comme l'alanine et l'adéno- 
sine, où d'ions inorganiques, comme le magné- 
sium, qui pénétrent à travers la tumique endommia- 
gée et déclenchent un processus autolvtique : le 
peptidoglycane sporal est détruit en quelques minu- 
tes, libérant le dipicolinate de calcium. De nom- 
breux constituants de la spore sont décradés par des 
enzymes hydrolytiques. Après l'élimination de la 
barrière corticale, la spore s'imbibe d'eau, gonfle, 
devient plus perméable tout en perdant sa réfrin- 
gence et sa résistance à la chaleur et aux colorants. 
La plus grande quantité de l'énergie stockée dans 
l'acide phosphoglvcérique est transformée en ATP. 


2.9.4. Excrussance 


L'altération du cortex et des téguments éxternes 
fait émerger une nouvelle cellule végétative com- 


prenant le protoplaste sporal entouré de sa paroi. 
Survient alors une phase active de biosynthèse et 
de reprise graduelle de la crmssance végétative : la 
synthèse des protéines augmente progressive- 
ment, la paroi sporale devient la paroi cellulaire, la 
synthèse de l'ADN reprend. La cellule double san 
volume initial et se libère de la tunique sporale. 


2,9.5, Cas particulier : 
les conidies d'actinomycètes 


Les acunomyoëtes sont des bactéries Glamenteuses, rami- 
fées, communément rencontrées dans La nature (sol, eau). 
Très proches des champignons par leur développement mycé- 
lien, ils donnent naissance, au cours de leur évolution, à des 
structures spécialisées, les conidies ou sporanges, qui Hibérent 
des spores. [ne saurait être question de confondre ces spores, 
organes éssentels de reproduction, avec les spores bactérien- 
nes qui sont des formes de résistance, Elles apparaissent 
comme de petites sphères d'environ 1.5 un de diamètre et 
groupées en chaînettes (üg. ASH 


2.10. Bactéries intracellulaires 


Certaines bactéries parasitent obligatoirement 
Les cellules pour se développer. C'est pourquoi on 
a pu. pendant de nombreuses années, les rappro- 
cher des virus. En réalité, ce sont des bactéries 


vraies qui possèdent en particulier un appareil 
nucléaire et une paroi. Ces cellules, de petite taille 
(< 1 um), ne peuvent être révélées que par des 
colorations spéciales. Situées dans le cyloplasme 
de la cellule hôte, elles en respectent le matériel 
génétique et ne le détournent pas à leur seul profit 
comme le font les virus. Ces bactéries intracellu- 
laires appartiennent à deux groupes principaux, 
les ncketisies et les Chlamvdine. 


2,10.1. Rickettsies 


Pendant très longtemps, on les a considérées comme des 
micro-organismes à part, Parasites intracelle aires obligatn- 
res incapables de se reproduire en dehors de l'animal, de taille 
nettement inférieure à celle des bactéries (de 300 à 600 nm), 
immobiles, ils pouvaient difficilement être classés parmi 
elles. Pour de nombreux microbiologistes, il était séduisant au 
contraire de les rapprocher des virus. 

ILest maintenant abondamment prouvé que les ricketisies 
sont des bactéries, Elles se présentent sous une forme coc- 
code où bacillaire. Elles posstdent les deux types d'acides 
nuckéques propres aux bucténes. Elles ont un équipement 
énrymalique analogué el se reproduisent par scissipanté : 
ur pare enfin, rigide, est de nature bactérienne. 

Elles parasitent naturellement certains arthropodes (poux, 
tiques, puces} sans eur &tre nuisibles, En revanche, transmi- 
ses à l'homme par la pige de ces hôtes mtcrmédiaires, elles 
sont alors responsables d'infections mortelles, Les principa- 
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Figure ILS8 - Actinomycètes. Spores de streptomyces sp en microscopie électronique. 
inettut Pasteur de Lite, Laboratoire de microscopie électronique, Fr. WivierL 


8 : spores lisses en chaîne, x 10 900 ; b : spores échinulèes, » 10 800 ; © : spores échinulées, x 24 300 
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les ncketsioses sont le tvphus épmdémique, la fièvre méditer 
ranéenne où Mévre bouronneuse, la fièvre Cet la Gèvre pour- 
pre des montagnes Rocheuses. 


2.10.2. Chiamydiae 


Ces micro-organismes présentent de nombreux ponts 
d'analogie avec les nicketisies, mais ils n'infectent que les 
hôues vertébrés. Tous possèdent un antigène de groupe, ther- 
mostable, Sur la base de leur pouvoir pathogène, on distingue 
deux groupes Priipaux. 

Le groupe < ornithose-psittacose s : l'ornthose et la 
psittacose sont des broncho-pnéumapathies sévères accorn- 


3. Levures et moisissures 


Les champignons microscopiques (mycètes) se 
divisent en deux groupes : 

- les champignons unicellulaires, ou levures ; 

- les champignons filamenteux, où moisis- 
sures. 


3.1. Levures 


On appelle levures les champignons microsco- 
piques de type unicellulaire ou présentant dans 
leur cycle biologique une phase unicellulaire pré- 
pondérante. 

Les levures non seulement occupent une place 
essentielle dans l'industrie alimentaire —-elles par- 
ticipent à l'élaboration de nombreux produits alr- 
mentaires bière, cidre, vin, fromages) —, mais 
elles contribuent aussi à la revalomsaton des 
déchets agricoles et industriels et à la production 
de protéines. Cependant, ellés jouent partois 
un rôle négatif en contaminant et en dégradant 
les aliments: certaines sont pathogènes pour 
l'homme ou és ammaux. 


3.1.1. Cytologie et organisation 


Les levures sont des eucaryotes unicellulaires. 
La cellule, où thalle, a une taille très variable selon 
les espèces : de | à 1Oum de large pour 2-3 ou 
20-50 um de longueur, 

La morphologie cellulaire peut être examinée 
facilement à l'objectif x 40 sur une préparation à 


pagnées de signées généraux importants, pouvant être fatales 
en l'absence de tout traitement. Elles sont transmises à 
l'homme par des psittacidés (perroquets) et les pigeons. Lés 
sceaux qui font des infections inapparentes sont les réser- 
voiré dé virus. 

Le groupe «lvmphogranulomatose vénérienne-tra- 
chome-conjonetivite à inclusions » : ce sont des infections 
strictement humaäinés. La lmphogranulomatese où maladie 
de Nicolas-Favre, d'ongine vénénenne, se caractérise par des 
lésions génitales ét des adénopathies satellites suppurées. Le 
trachome est une atome oculaire gravé de la cornée et de lu 
conjonctive, La conjonctivite à inclusions st au contraire uné 
affection bénigne, 


l'état frais. Les termes sphérique, globuleux, 
ovoide, allongé et cvlindnque sont souvent 
employés pour décrire la forme végétative des 
levures (fée, LS et 60), ITexiste cependant des 
formes cellulaires caractéristiques : forme en 
« houicille » des Pitvrosporum, forme triangu- 
laire des Trigonopsis. Dans certaines conditions 
de culture, les levures peuvent donner des formes 
mycéliennes (thalles plunicellulaires). 


3.1.2. Paroi 


La cellule de levure est limitée par une paroi 
rigide qui représente près de 20 % dé son poids 
ec. Son épaisseur varie de 150 à 2340 nm. Par sa 
rigidité, elle donne à la cellule sa forme caracté- 
ristique, Elle est constituée à S0 % de polysaccha- 
rides antigéniques (mannanes, clucanes et chitine 
sont les représentants les plus importants) et de 
protéines (de 10 à 20 %), dont près de la moitié 
sont dés mannoprotéines, Elle est formée de trois 
couches {jfe, 4671: 

— la couche interne, de A(1-3j-glucane, insolu- 
ble en milieu alcalin, de structure fibrillaire, 
assure le maintien et la rigidité de la paroi : 

— li couche moyenne, de f(l-3)-glucane solu- 
ble ramifié qui confère une certaine élasticité à la 
paroi, est aussi le lieu d'ancrage des mannopro- 
téines : 

— la couche externe, de mannanes phospho- 
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Figure 11.59 - Levures. 
(Laboratoire de Crotagamie, Lniversité des Sciences ef Techniques de Lille), 
a : Candida sbicans ; b : Saccharomyces cerevisiae. 
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C. lropeals 
Figure 1.60 - Morphologie des levures, Thalles unicellulaires et mycélium. 
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Figure 1.61 - Structure membranaire des levures. 


Du B(1-6)-glucane assure le lien entre les diffé 3.1.3. Membrane cytoplasmique 
rentes couches. 

La chitine (fix. 11.62} est localisée au niveau de 
la zone de cicatrisation lors du bourgeonnement : 
elle permet ainsi le maintien de l'intégrité de la 
paroi et, donc, la survie des cellules. Elle est sépa- 
rée de le membrane cytoplasmique par un espace 
périplasmique où sont localisées des enzymes : 
invertase, phosphatase acide, f-glucosidase, 
B-glucanases de type Bt1-3) et B(1-6) (ce dernier 
étant impliqué dans le renouvellement de la paroi 
au cours de la croissance et du bourgeonnement), 3.1.4. Cytoplasme 
de protéases, etc. Hydrogel au pH voisin de à, le cytoplasme con- 
tient de nombreuses enzymes, notamment celles de 
la glycolyse et de la fermentation alcoolique, du 
elycogène et des organites équivalents à ceux des 


La membrane cellulaire est riche en stérols 
(ergostérol et zymostérol). Elle est également 
constituée de protéines et de phospholipides. Elle 
se compose de trois feuillets : un feuillet médian 
constitué de lipides et de phospholipides, les deux 
autres étant constitués de protéines. [ls sont impli- 
qués dans le transfert de substances et dans les 
activités enzymatiques 
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1 HNCCH cellules eucaryates, On retiendra essentiellement : 
o o — les ribosomes ; 
on B L — le réticulum endoplasmique : 
0 | : o Que. - les mitochondries (environ 50 par cellules). 
bay LES Contenant leurs propres ADN et ARN, elles con- 


trôlent la résistance à certains antiseptiques et la 
synthèse des enzymes respiratoires. Leur étude 
Figure [LEZ - Structure de la chitine, génétique précise permet maintenant le marquage 
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génétique des souches sélectionnées, apport 
essentiel en œnologie. Elles dégénèrent en candi- 
tons anaérobies : 

- la vacuole, organite entouré d'une seule 
membrane, contenant de nombreuses enzymes 
(ARNases, protéases, notamment la protéase A 
intervenant au cours de l'autolyse du protoplaste 
de levure lors de la conservation sur lies des vins), 

Par ailleurs, le cytoplasme héberge aussi de petites 
vacuoles de subatances de réserve (tréhalosc qui peut cons- 
dituer jusqu'à 16% du poids sec des cellules, glvcogène qui 
peut en constituer jusqu'à 12%, acides aminés libres, 
polyphosphates, lipides qui peuvent atteindre jusqu'à 0 % 
du poids sec en conditions limitatives en azote). 


3.1.5. Noyau 


Très petit, le noyau est en général unique. 

Chez rc. céreviseae, on à pu + dénombrer 
17 chromosomes et identifier 200 gènes. La struc- 
ture de ces chromosomes est semblable à celle des 
autres eucaryvoles avec un énroulement de l'ADN 
en « grains de chapelet » formés par des nucléo- 
somes constitués d'histones de type H,4, 4,8, H; 
et H,. La membrane nucléaire persiste au cours de 
la division (voir chap. IT}. 

Un plasmide de ? am est présent chez presque 
toutes les souches de Se. cereviseae, et ceci à 
60 copies environ. 


3.2. Moisissures 


Les moisissures sont des champignons filamen- 
eux hétérotrophes : certains vivent en symbiose 
avec des végétaux, d'autres sont des parasites des 
végétaux ou des animaux, d'autres éncore sont des 
saprophytes qui se développent sur des déchets orga- 
niques où contaminent les produits alimentaires. 

Ils sont souvent dotés de propriétés lytiques 
importantes (cellulolytiques,  pectinolytiques, 
amylolytiques, protéolyvuques, Hpolytiques..….) 
qui en font des agents de dégradation dangereux 
mais aussi parfois des alliés utiles (affinage des 
fromages, production d'enzymes). L'intervention 
des champignons filamenteux dans les industries 
alimentaires se situé à plusieurs niveaux. Il y a les 
champignons à activité phytopathogène qui sont 
très néfastes pour la production des matières ali- 
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mentaires brutes que sont les fruits et les légumes. 
Les moisissures saprophytes contaminent les ali- 
ments et les dégradent au point de vue qualitatif. 
Certains de ces champignons sont toxinogènes et 
libèrent dans l'aliment des mycotoxines qui sont 
très dangereuses du point de vue sanitaire. 

Les champignons filamenteux sont parfois aussi 
très utiles et largement utilisés dans l'agriculture 
(pourriture « noble » des raisins du sauternes par 
Botrvtis) où dans l'industrie : produits laitiers 
(fromages), productions de molécules à activité 
pharmacologique  (antimotiques],  d'enzymes 
industrielles (voir chap. I. 


3.2.1. Cytologie 


Les champignons Hilamenteux sont des euca- 
ryvoles non photosynthétiques et immobiles. Ils 
sont multicellulaires mais la notion de cellule est 
assez floue car leur structuré est souvent mycé- 
liéenne et cœnocytique (cellules fusionnées à plu- 
sieurs noyaux), La paroi cellulaire responsable de 
la forme est riche en cellulose ou en chitine selon 
les groupes (cellulose chez les myxomycètes, 
Saprolegniales et Peronosporales, chitiné chez 
les Mucorales, Ascomvcetes el Basidiomycetes). 
Elle content également, en proportions variables, 
des substances mucilagineuses, des polysacchari- 
des, des substances pectiques, des protéines, des 
pigments, de l'hémicellulose. 

Le cytoplasme, limité par une membrane cyto- 
plasmique, contient des nbosomes, des mitochon- 
dries, un ergastoplasme, des vacuoles et un ou plu- 
sieurs noyaux. Les vacuoles forment un réseau 
dans le mycélium jeune et une grande zone cen- 
trale dans le mycélium âgé, Les réserves prennent 
la forme de tréhalose et de glycogène, Il existe 
également des inclusions hipidiques avec des lpo- 
chromes solubles ; on trouve aussi parfois des tan- 
nins et des cnstaux d'oxalate de calcium. Les 
noyaux sont de petite taille ; ils sont limités par 
une membrane nucléaire et contiennent plusieurs 
chromosomes, 


3.2.2. Organisation fongique 


L'élément structural de base est lhyphie. Rarm- 
hés entre eux, plusieurs hyphes forment le mycé- 
lium ou thalle pluñcellulare fs. A063 et 164) 





Figure 1,63 - Moisissures : formes végétatives et structures reproductrices. 
Laboratoire de Crrotogamie, Unneraité des Sciences ei Techniques de Lie. 


a. : Penmicium expansum ; conidiophores, x 23: d':zygospores, x 23: 
Bb: Aspergiius sp ; conidiaphores, * 33 ; e: gemétocyates, x 45; 
c : FUSANUM ED : x 23 : Ÿ : sporocysles, x 40. 
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Figure 1,64 - Morphologie de quelques moisissures, 
(Avec l'aimabie autorisation de M Krat Marseille). 
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Certaines espèces se développent sous forme de 
thalles mobiles (myxomycètes) ou unicellulaires 
(chytndialés]. Les thalles sont clonsonnés (cellu- 
les bien séparées) ou siphonnés (sans séparation 
entre les cellules : cœnocytiques). Il existe aussi 
des thalles septés, où les séparations entre les cel- 


lules laissent place aux communications, à l'instar 
des plasmodesmes végétaux. 

Des structures fructifères et reproductrices ser- 
vent à la mulüplication et à la dissémination de 
l'espèce: elles sont d'origine végétauve ou 
sexuelle (voir chap. LIT}. 


4. Classification des micro-organismes 


La liste des micro-organismes s'est ennichie 
d'année en année et, pour l'utiliser rationnelle- 
ment, il est apparu impératif de leur attribuer un 
nom (nomenclature) et de les classer, La nomen- 
clature est l'ensemble des règles qui permettent 
de définir et de choisir les noms, La classification 
est la méthode qui permet de séparer les objets et 
de les réunir en groupes apparentés sur la base de 
critères définis. Lorsqu'il s'agit d'organismes ou 
de micro-organismes, on parle de taxonomie où 
de taxinomie (du grec axés : arrangement). 

Toute unité étudiée et décrite qui s'inscrit dans 
la classification peut être reconnue et identifiée. 
L'identification d'une souche bactérienne con- 
sisté à comparer ses caractères avec ceux des 
modèles figurant dans la classification. 

La classification des micro-organismes où pro- 
tistes s'inspire tout naturellement des lois qui 
régissent celles des animaux et des végétaux. Elle 
est donc conçue et copiée selon les principes éta- 
blis par Linné. Le premier de ces principes veut 
que tout individu appartienne à une espèce, louté 
espèce à un genre, etc. C'est l'espèce qui est à la 
base de la construction. 


4,1. Classification bactérienne 


4.1.1. Unité taxonomique 


L'espèce telle qu'elle est définie chez les orga- 
nismes supérieurs, plantes où animaux, repose sur 
l'intérfécondité des méhvidus d'une même espèce. 
Cette notion d'espèce biologique, fondée sur la 
sexualité, est aussi liée à la notion de groupe, de 
population occupant une région géographique 
déterminée, lieu de rencontre nécessaire où les 


membres de l'espèce pourront se reproduire et 
transmettre à leurs descendants leur patrimoine 
héréditaire. Les informations recueillies pour 
construire cette classification sont muluples, Elles 
sont par essence d'ordre phylogénétique car elles 
ont pour but de grouper les organismes de la façon 
qui exprime le mieux leur degré de parenté au 
cours de l'évolution. Ces classifications phylogé- 
nétiques ou naturelles s'appuient sur des critères 
liés à la structure génétique des organismes : ana- 
tomie comparée, physiologie, paléontologie. 

I ne peut en être ainsi avec les bactéries, chez 
qui la reproduction est asexuée (sauf exception). 
La définition de l'unité taxonomique élémentaire 
a été esquissée dès Les débuts de la bactériologie 
par une approche purement descriptive qui est 
encore en usage actuellement. I s'agit, par exem- 
ple, du biotype que Lwoff définit comme « un 
groupe d'individus possédant essentiellement le 
mème patrimoine héréditaire et ayant nécessaire- 
ment en commun la grande majonté de leurs 
caractères ». Le biotype dérive du clone, c'est-à- 
dire de la population bactérienne issue d'une seule 
et mème cellule parentale par division asexuée. 
L'unité taxonomique repose donc, ici, sur un 
ensemble de caractères phénotypique antificieile- 
ment rassemblés, 

L'étude globale des phénotypes et de leurs res- 
semblances, même poussée à son plus haut degré 
de perfection gräce aux nouvelles méthodes, ne 
donne pourtant qu'une mformation tronguée et 
imparfaite (quelques centaines de caractères) car 
elle ne traduit qu'une faible partie du génotype, le 
cénome bacténen, comme celui d'E, coli, conte- 
nant plus de 3 (ON) gènes. C'est sans doute la rai- 
son pour laquelle l'approche génétique a connu au 
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cours de ces dernières années un succès total. Elle 
concerne la nature physico-chimique du génome. 

Plusieurs paramètres sont maintenant utilisés 
pour évaluer lés parentés génétiques des bactéries. 
Ce sont : (1} le contenu en guanine + cytosine de 
l'ADN (GC % ou coefficient de Chargaff) : (2) 
la taille du génome : (3) l'hybmdation ADN/ADN 
dans des conditions de température optimale : (4) 
la stabilité thermique des hybrides : (53 l'hybrida- 
on ADN/ADN aux conditions de température 
restrictive. 

Li Le comen en CG + Code ADS des bactéries varié selon 
les espèces de 25 à 73 GE, Il est spécifique d'une espèce don- 
née. plusiéurs espèces pouvant avoir le méme GC %. L'infor- 
mation GC % est utile et nécessaire mais sa valeur de discri- 
mination est faible. 

23 Le tulle du sénome, c'est-ü-dire le massé mobure de 
l'ADN d'une bactérie, est situé entre Let 8 XL. Cette mesuré 
peut présenter de l'intérêt dans certains cas, Elle a été utilisée, 
par exemple pour différencier Legemellr paeumoghite 
3x LP di d'une espèce proche, Rochalimaea guintana 
{x LE di}. 

3 L'homologié ou la parenté généuique ADNYADN est 
évaluée par réassociation où hrbridaton de AT menobrin 
d'un souche avec ADN monobnn d'une autre souche. 
Cette réassocialion ést une réaction spécifique, Étroilémént 
dépendante des conditions physcochimuques de lexpé- 
nence, en particulier de la température. La température cpti- 
male d'hybndation, die encore de renaturation (Tor, est de 
26 à MI °C onténeure à celle de dénaturaton, soit environ 
BÙ °C Les études portant sur un très grand nombre dé groupés 
de bacténes indiquent que l'esptee bactérienne est composée 
dé souches qui ont entre elles une homologee de PU VERT Sp. 
Les souches qui appartiennent à dés sepèces différentes ont 
une homdogie comprise entre (et 0 fe, 

4} La stabilité thermique des hybrides set mesurée en étu- 
ant leur cinétique de dénaturation lorsqu'on élève progres- 
sement la témpérdure de la solution au-dessus dé La tem 
pérature cplimale Teri, Cin appelle Tone hemos lauren 
aident, ou température de dénaturation 0% de hybride, 
la température à laquelle 80% de à radioactivité peut étre 
élue du duplex. La Tmie). cu iféérence de stabilité thermm- 
que des hybrides, est hréciément en rapport avec le pourcen- 
tage de paires de bases non appariées : la correspondance est 
d'environ 1% dé basés mon appanées pour une Tmiei de 
1 $C. En pratique, on considèce que Les souches appartenant à 
la méme espèce doivent avoir une mie) compris entre 1 et 
ET, c'est-à-dire que Le pourcentage de basés non appariées 
dés hebrides ce dont pus dépasser à % environ ; les souches 
provenant d'espèces différentes auraient une Tmie] située 
entre & et 20 "C0. 

3) L'homologie ou la parenié vénéuque ABN'ADCN peut 
Être mesurée, mon pis cornine en (3, à la termpéranre cpti- 
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male de réassociation 660 °C), mais à une température qui né 
facilite pas les hybrdations et qu'on appelle température res. 
inctive de renaturation où Tor ferringent rengrereure), Elle 
est de 10 14 C'inféricure à la température de dénaturation 
(73 °C pour les Entermhacteriaceue}. Les souchés appartc- 
nant à une MÊME espece ont une hovodlogie à la température 
restrictive de 45 à 100%. Celles qu appartiennent à des eapé 
ces différentes ont une homologie égale ou inférieure à 50%. 
Ceué approche est particulièrement uule pour étudier des 
souches qui ont. entre elles, des homologies de 60 à 706% à la 
température opiimale dé renaturaien. 

L'application de ces cing paramètres conduit à unc défi- 
nition « génétique » de l'espèce, Ainsi, l'espèce ÆE cer 
comprend les souches qui ont un contenu en G + 0 de 49 à 
52 %, une taille du génome de 2,3 à 3 x 10” daltons, une 
homologie de 70% où plus à la température optimale de 
renaturatron, une Tmée) égale où inférieure à 3 °C et une 
homologie de 45 % ou plus à la température restrictive de 
renaturation, Plus simplement, on pourrait tendre à définir 
l'espèce à l'aide dés deux paramètres les plus importants, à 
Savoir l'homologie génétique à la température optimale de 
rcoaturation et la Te} ou différence de stabilité des hybri- 
des, Les autres paramètres pourraient être explorés dans les 
cas litigiéux où dans des circonstances particulières. Ainsi, 
l'espèce serait définie comme un ensemble de souches ayant 
cire cles une homologie de 70% ou plus à la température 
opumale de renaturation et une Tmic) égale ou inférieure à 
5 °C. Cette définition n'est pas sujette aux variations phé- 
nolypiques, aux routations, à La présence où à l'absence de 
plasmides métaboliques. 

L'approche moderne de la taxonomie bacté- 
riénne pourrait être polyphasique. La première 
étape serait phénotypique (taxonomie numérique) 
pour rassembler des souches en groupes de simi- 
litudes, où phénons, ayant en commun la majorité 
de leurs Caractères phénotypiques (morphologi- 
ques, mochuinuques.…. 1 

Au cours de la deuxième étape, l'hybridation 
ADN/ADN permet de rechercher si la parenté T 
phénotypique est confirmée par une homologie 
génétique. 

Enfin la troisième étape, la plus importante 
pour l'identification, consisté à sélectionner 
parmi tous les caractères phénotypiques testés au 
cours de la première étape (souvent, de 200 à 
AN) caractères) quelques-uns d'entre eux seule- 
ment (de 20 à 40} qui seront les plus performants 
pour la reconnaissance de l'espèce, L'espèce 
ainsi conçue est à la base de la classihcaton, cé 
qui semble actuellement très largement admis et 
présente la mème signification pour chacun. Plu- 
sieurs cspèces peuvent constituer un genre, plu- 


sieurs genres une famille, plusieurs familles une 
classe et plusieurs classes une division frab, [53 
À l'intérieur de l'espèce, on reconnaît, au niveau 
intraspécifique, les biotypes (marqueurs biochi- 
miques), les sérotypes (marqueurs antigéni- 
ques), les lysotypes (sensibilité aux phages), les 
génotypes, les pathotypes et les toxotypes (fac- 
teurs dé pathogénicité). 


4.1.2. Caractères phénotypiques : 
taxonomie phénotypique 


Les caractères anatomiques où physiologiques, 
habituellement mis en évidence par des tests sim- 
ples et pratiques, sont variés. Quelques-uns seront 
énumérés à titre d'exemples : 

- aspects morphologiques : forme sphérique, 
en bätonnet ou hélicoïdale, dimensions de la cel- 
lule, flagelle, capsule, spore ; 

— aspect structural: mucopeptide de paroi, 
constituants pariétaux, etc. : 

— aspects tinctoriaux : coloration de Gram, de 
fiehl-Nielsen, etc. ; 


Tableau 11.5 - Catégories et rangs taxonomiques. 


Domaine ou empire 
Règne 

Division ou phylum 
Classe 

Sous-classe 

Ordre 

Sous-ordre 

Famille 
Sous-famille 

Tribu 

Sous-1ribu 

Genre 

Sous-genre 


Espèce 


Sous-espèce 


Biovar, sérovar, pathovar. 


Regie ou frperiun 
Regnum 
Divisie où prylun 


Classis : class, 


Subclassis ;: subclass, 


Crde : ord. 

Suborde : subord. 
Fanilie : Fam. 
Subfamilia : subfam. 
Triberrs 

Subrribus 

Crenus : gen. 
Subgenus : subgen. 
Species ! sp. 
Subspecies : subsp. 


by, sv, pv 


— types trophiques : phototrophie ou chimiotro- 
phie, lithotrophie, organotrophie, autotrophie, 
hétérotrophie, prototrophie, auxotroplie, aérobie, 
anaérobie, etc. : 

- métabolisme : action sur les glucides, les pro- 
tides, les lipides : production d'indole, d'acétoine, 
etc, La physiologie bactérienne comparée a 
comme finalité d'exploiter la diversité métaboli- 
que que les bactéries ont développée au cours de 
leur évolution. L'étude du métabolisme en parti- 
culier glucidique (caractérisation des types de 
transports et des voies) chez quelques représen- 
tants de la branche gamma des protéobactéries 
(Enierobacteriaceae, Plesiomonas, Pasteurella, 
Aeromonas) par des méthodes physico-chimiques 
(chromatographie, enzymologie, spectroscopie 
RMN du $C et *1P} a montré des particularités 
métaboliques étonnantes telles que l'accumula- 
tion suicide de substrats, la production de métabho- 
lites ou la présence de systèmes de transport très 
différents des originaux. Ces recherches se pour- 
suivent {Vibrionaceae, Haemophilus, Actinoba- 
cillus, Pseudomonadaceae) : 


Bacteria ou Euhacteria 
Bacteria 

CGracilicutes 
Proteobacteria 
Gamma 
Preudomonadales 
Preudomonadinene 


Prevdemanadacene 
Pretdomonadecrc 
Preudomonas 
Prendomanaes svringae 


Preudomenas svringae subsp. svringae 


pv. lomarc 





— sensibilité ou résistance aux agents antimi- 
crobiens, en particulier aux antibiotiques. 

Pour construire une classification à l'aide de ces 
caractères, on est amené à donner arbitrairement 
un poids à certains d'entre eux, à établir des dom 
nances et des mérarchies permettant de séparer les 
groupes les uns des autres. La conception subjec- 
tive de cet édifice est éminemment critiquable. 
Pours'"y soustraire, certains proposent d'affecter à 
tous les caracteres la même valeur, le même poids. 
Cette idée, émise en 1763 par le botaniste français 
Adanson, a élé remise en Vogue et appliquée aux 
bactéries par Sneath (1957). C'est la classifica- 
tion adansonnienne encore appelée taxonomie 
numérique. 


4.1.2.71, Souches et caractères : 
chûix af codage 


Une étude de taxonomie numérique doit conténir uné 
bonne sélection de souches sauvages en même temps que les 
souches types du taxon considéré et des taxons apparentés. 
Des souches provenant dé différentes purties du monde seront 
également incluses, si possible. 

Les caractères sont analysés en grand nombre (au moins 60 
él, au mieux, environ 100) L'image du génntype né ponirra 
être rendue que par un échantillon diversité d'informamons 
phénètiques, morphologiques, physiologiques, biochimiques, 
prises au hasard. On élimine naturellement les ceractères non 
significatifs, c'est-à-dire ceux qui sont toujours positifs ou tou- 
Jours négatifs, de même que les caractères redondants {par 
exemple, mobilité en gélose et mobilité entre lime ét lamelle} 
ou intérdépendlants (par exemple, mobilité ét présence dé culs). 

Pourétre comparés, ces caractères doivent étre au préalable 
codés, Ce cudage dépend de la nature du caractère selon qu'il 
est qualitatif où quaritatié, en méme temps que de sa valeur 
d'information génétique, Est qualitatif un caractère à deux 
modalités contrédicioires, à savoir présence où abhéence, tra- 
duites dans les résultats en + ou - et, dans l'analvsc automa- 
üque, par le code binaire: 1 (présence du caractère), 0 
(absence du caractère). Si labeence du caractère est considé- 
rée comme aussi importante que sa présence, les deux possi- 
bilités som proposées. 


41.22 Mesure d'affinité entre les souches 


Elle s'exprime généralement par l'indice de ressemblance, 
soit dé similitude, soit de distance. Il existé un grand nombre 
de formulations pour l'indice de similitude. Parmi ceux qui 
sont le plus couramment utilisés, on peut citer l'indice de 
Jaccard : 

Sp =n$ inst + nd) 
avec Sn : coefficient de similitude entre les souches À ei 5, 
né": nombre de caractères semblables at nd: nombre de 
caracières différents. 


1 


L'indice Jaccard est le coefficient de similitude utilisé 
dans la méthode de référence de Sneath. Seules interviennent 
ici des similitudes entre caractères positifs, les caracières 
négatifs n'étant pas pris en considération dans le calcul est 
possible de remplacer le calcul du coefficient de similitude 
par la mesure de la distance taxonomique. On se réfère habs- 
tellement à l'indice dé pseudo-distance d = 1 — 5; 31] sera 
d'autant plus peut que la valeur de Findicé de similitude sera 
plus grande. 

Le choix d'un indice de ressemblance est directement lié au 
codage des caractères. Si l'on souhaité recuailhireentames des 
similitudes négatives, 11 convient alors de s'adresser à un 
indice type Jaccard. La calculatrice ne prendra en compte que 
les chiffrés 1 dans les deux termes de l'alternative du code 
binaire O1 ou 10 


4,1.2,4. Méthodes de classification 
et représentation graphique 


Les méthodes de classification opérent par division où par 
agglomération, Dans le premier cas, où aboutit à une dicho- 
tone simplifiée peu représentative lorsqu'il s'agit d'une 
classification d'organiemes vivants, Dans le second cis, on 
regroupe les individus sur la base de leurs affinités en se réfé- 
rant à l'indice de ressemblance (similitude ou distance). La 
méthode conduit à définir des groupes, où taxons, polsthéti- 
ques, c'est-à-dire construits à l'aide de caractères nombreux 
el partagés de Façon plus ou moins complète, Elle hiérarchise 
Ces groupements par des niveurx de ressemblance. Ainsi, aix 
mener niveaux hérarchiques sont formés des groupes 
d'organismes trés semblables aux nivésux suivants, les réu- 
tons dés groupés correspondent à dés ressemblances moins 
grandes ; au niveau hiérarchique le plus élevé, tous les mdi- 
“idus sont réunis dans un seul groupe 

Les groupes taxonomiques encore apgelés phénons 
caractères phénotypiques]), peuvent être représentés graphi- 
quement. D'après la méthode de référence de Sneath, les 
coefficients de similitude sont reportés eur une matrice à domi 
ble entrée et réordonnés de manière à faire apparaître Les phé- 
mous le long de la diagonale de la matrice (fig. LES Actuel- 
lement, les résultats sont présentés sous forme de 
dendrogrammes permettant de visualiser rapidement la struc- 
ture Miérarchique. Le dendrogramme est figuré par un arbre 
à plusieurs branches ct rameaux représentant les souches. Les 
pourcentages de smaitude permettent de couper cet arbre en 
des niveaux choisis, calcolés mathématiquement, donnant 
ainsi nalssance à des phËnons, 


4.1.3. Caractères génétiques : 
taxonomie génétique 


Les progrès réalisés dans la connaissance de 
l'ADN bactérien permettent des comparaisons 
beaucoup plus fines entre les bactéries ét une clas- 
sification plus rigoureuse. Trois critères sont clas- 
siquement recherchés : 
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- le GC % ou cocfficient de Chargaff : 
- le taux d'hybridation ADN/ADN : 
— la séquence des ARN ribosomaux 165 et 55, 


4.1.3.1. Coefficient de Chargaïf 


L'ADM natif est caractérisé par son hypochromicité due à 
l'arrangement régulier et parallèle des paires de bases le long 
de Lu double hélice : chaque paire de bise, en effet, constitue 
un dipôle qui absorbe faiblement la lumière à 260 men (LV. 
Lorsque l'ADN natif est soumis à un agent dénaturant comme 
la chaleur, la double hélice se sépare à La suite de la destruc- 
tion des liaisons hydrogènes entre les bases, Cette modifica- 
lion structurale se traduit par une augmentution de l'absorp- 
don LY qu'on appelle effet hyperchromique et qui peut 
atteindre jusqu'à 40 %. La température de transition ou Tm 
(de l'anglais reperature melune) est celle qui correspond à 
une augmentation de l'absorbance atteignant 50% de 
l'abéorbance maximale. On l'appelle plus communément. 
pour cette cuson, La tempéraiure movenne de transition, La 
Tim est rigoureusement fonction du taux respectif des bases, 
car Les triples liaisons hydrogènes des paires GC exigent pour 
leur rupture une température supérieure à celle de la sépara- 
tion des doubles liaisons des basés AT, 

Cette relation est mise à profit, en particulier, dans la déter- 
mination du GC % où coefficient de Chargaff. Cet auteur a en 
etter montré que s'il existe one équivalence entre les taux de 
bases puriques et ponimidiques de tous les ADN, en revanche 
le rappon À + TIC +0, exprimé plus communément par 
le GC (nombre de couples guanine +cyiosine pour 
LI couples de bases dans le duplex d'ADN), vanc sclon 
l'espèce. La technique mise en œuvre par Chargalf associe la 


séparation chromatographique des bases punques et pyrimi- 
diques et leur évaluation quantitative en spectrophotométrie 
UV, Les données accumulées avec une grande variété de 
micro-organismes se sont révélées précieuses pour la recon- 
naissance de l'espèce. 

Le GC % est une information de grand intérêt en taxons- 
mie, mais qui comporte des limites que Von pourrait résumer 
de Lu façon suivante : 

- deux espèces microbiennes avant des coctficiemts de 
ChargaËf très différents n'ont pas de communauté génétique 
cire cles ; 

- deux bactéries qui possédent les mêmes séquences 
nucléotidiques sur leur génome ont nécessairement le même 
comenu Ci + € dans leur ADN : 

- à l'inverse, deux bactériés qui ontun pourcentage G +0C 
identique ne présentent pas obligatoirement ls mêmes 
séquences nucléouidiques. Elles peuvent être génétiquement 
très éluienées l'une de l'autre : 

— les bactéries appartenant à une même espècé doivent 
avoir lé mème coefficient de Chargalf. 


4,1.3.2 Hybridation ADN/ADN 


La renaturation ve vitre de deux brins d'ADN hétérologues 
conduit à la formation d'un hétéroduplex duns lequel il est 
possible de définir le degré d'homologie, c'est-à-dire le pour- 
cemtagce de séquences complémentaires par rapport aux 
séquences totales, En dehors de leur intérêt fondamental, les 
techniques d'hybridation, d'application courante, vont con- 
dure à un bouleversement considérable de la classification 
bactérienne. Compte tenu de leur importance, plusicurs 
méthodes seront décrites dans Leurs principes. 


4.1.3.2.7 Hybridation sur filtre de nitrocellulase 
{Deley et Tifgat, 1970) 


On dispose des réactiés suivants : ADN à À » froid déna- 
turé {Imonobrint non fragmenté et immobilisé sur ue filtre de 
mtrocellulose ; ADN radioactif, dénaturé et fragmenté : ADN 
os Be, froid, dénaturé et fragmenté, L'hsbhridation êe vire Fait 
intervenir un phénomène de compéulon entre l'ADYS et 
ADN « Be, vis-à-vis de l'ADN o À 0 fixé au Éltre, 


41.322 Techmque à l'hydroxyapatite 
{Brenner, 1968) 


L'hydroxyapatite est un gel de phosphate de calcium de 
tormule Ca, (PC, COH}, dont les propriétés sont mises à 
profit dans l'analyse de V'ADN. [permet en effet l'absorption 
dés AUX monteaténaires où bicatémures puis Leur éhition 
différentielle, Les solutions d'ADN de référence et d'ADN 
radioactit dénaturés sont mélangées et incubées dans des con- 
ditrons convenables de concentration, de tempérmure (en 
général 60 Cher de force tonique, Elles sont ensuite passées 
ur une colonne d'hydroxvapaute, En comparant és quantités 
de radioactivité éluées respecuivement avec les tampons 
O4 M et 0,3 M. on peut calculer ke pourcentage d'hybridaæ- 
tic. 


TS 2. Technique à lendonucléase 
(Cross, 1973) 


Les solutions de deux AD soit moubées en vue de la for- 
mation de l'hybnde. On lat agir ensuite une éndomucléase qui 
pradée spécihqueméent ADS monocaténanne, c'est-3-dire 
mon apparé. L'ADÉ bicaténaire. résistant à l'encyrme, est 
précipité par l'acide inchloracétique puis recueilli sur un fil- 
ue dont on détérmine la radiosctivité après séchage. Le pour- 
céntage d'AUN précipité par l'acide tnchloracétique corres- 
pond au pourcentage de réassociation. 


41.324. Technique ocique 
(Detey, Cattoir at Reynaerts, 19701 


Elle consiste à mesurer la vitesse de renaturathon des deux 
ADS étudiés pris séparément et celle de leur mélange. Le 
pourcentage d'hybridation peut être déduit de la mesure des 
viesses de renaturation par une fonmele mathématique 
appropriée. La méthode présente un double avantage : d'une 
part, les résulrats sont aequis au out d'u Le mips très brel Cole 
30 à Himinutes); d'autre part, la préparation d'ADN 
radioacuf de référence n'est pas nécessaire, Cependant, elle 
ne permet d'étudier qu'un seul échantillon par expérience 


41.42.85, Appo des techniques d'hrbrideation 
à l& taxonomie bactérienne 


L'hybridation ADNADN apparaît comme une mesure 
mspensablé dé lanalysé tronomique, Deux autres don- 
nées donven tré systématiquement confrontées aux résultats 
d'hybridation : le GT et la taille du génome. C'est sur ces 
tros paramètres que devrai reposer la défininion de Fespèce 
bacténenne sur le plan génique. 


il 


Dans La fumille des Enrerobacreriaceae, les progrès réali- 
sés grâce à l'hvbnidation ADINYADN sont remarquables, On à 
mouré, pur exemple, que ke genres Escherichie et Sigeler 
oc formaient qu'un seul groupe génétique : il en esc de mins 
pour les genres Salrmeélle 4 Arisone, Dans Le genre Fersi- 
nid, les espèces FE psendotuberculests ét Ÿ. pestis appartien- 
nent au méme groupe génétique, De nombreux groupes géné- 
tiques nouveaux ont été individualisés à ce jour puis étudiés 
sur Le plan phénaypique. Les espèces FE inréermedi, 
F. jréderisenndi et Fe Eriehensenit ont té ainsi définies à partir 
de l'espèce Fe errérecelirrecr. 

L'étude d'hybridaton ADNYADN est mdispensable à 
landividualisation d'une espèce où d'un genre nouveau, On 
considère, ence qui concerne les Enterobacreriaceas, que des 
souches appartiennent à la même espèce lorsqu'elles s'hyb- 
dententre elles à des taux de 70 10%, La mesure de la taille 
du génome devrait tre prise en compte pour définir le pour- 
centge d'hybnidation, Si elle cat différente pour les deux 
ADN (4 et 81 le taux d'hybridation sers également différent 
selon Le marquage de À ou de B puisqu'il est exprimé par rage 
port à la longueur du génome marqué 

À l'heure actuelle, toutes les espèces de la famille des Enre- 
robacteriaceae om été hybridées entre elles et une représen 
taton d'ae phylogénétique a été proposée par Brenner 


#1 ail. F Fe f FHb |. 


4.1.3.3. Séquençcage des ARN ribosomaux 


Selon Woëse, Les ARN nhocomeux peuvent être considé- 
rés comme Les meilleurs et les pl ls précis dés o chronomèétnes 
moléculures » par la constance de leurs fonctions, par leur 
réparation dans tous les organismes, par leur grande taille, 
parce qu'on peur les séquencer directement ét rapidement par 
la transcripase inverse, Î'existe trois sortes de molécules 
nbosomique, l'ARN TSS (le < grand + ART, qui comporte 
environ 2 900 nucléotides, l'ARN 168 (le « peut s ARNr, 
qui en comprend environ LAC, ei l'ARN 35 (ec très petit 1, 
qui se compose seulement de auclécides. L'ARN 
nbsomel lès constitue ls molécule la plus utile à analyser : 
l'ARRr 2, qui est deux fois plus long, est aussi plus diffi- 
cile à caractériser et l'ARKrSS présente parfois dans ses 
séquences des différences anormales, 

La préparation d'ARNr 166. digéréc en présence de 
nibhonucléasé T1, donne naissance à de courts fragments oli- 
conucléotidiques comportant jusqu'à 20 bases qui se termi- 
nent toujours par un résidu guanvl, par exemple AACUCG. 
Ces oligonucléotides, qui sont suffisamment courts, peu- 
vent être séquencés facilement grâce aux techniques de 
séquençuge génétique, Cuns ce langage, Les mots Les plus 
brefs, qui se répétemt fréquemment dans chaque molécule, 
n'ont pas de valeur disnmunante : par contre, lorsqu'ils 
atteignent 6 nucléotides, 11 va peu de chances pour que la 
éque LU qui les caractérise soit représentée plus d'une fois 
dans la molécule d'ARN 168. Lorsque les ARN IGS de 
deux organtsmes À et B contiennent un ou plusieurs mots 
semblables fofigonuchéotdes de mème séquence}, ils sont 
apparentés. 


Figure Il.66 - Relations génétiques entre les différentes espèces de la famille des Enterobacteriacese, obtenues par 
hybridation ADN/ADN. 
(D'acrés Brenner, Prog. Clin. Pathol, 1978, 7, FI-TTL 


À l'aide de méthodes statistiques, il est possible, à partir 
d'un grand nombre de micro-organismes, de construire un 
arbre généalogique représentatif des parentés et des Bliations 
Lie, IOGF. 

D'imporiants travaux luxonomiques ont lé réalisés au 
cours de ces dernières années grice à celte analsse des 
ARN 16$. Ils ont permis en particulier de distinguer un nou- 
vel ensemble de bactéries, les archéobacténes, qui seraient 
aussi éloignées des cubactéries (bacténies vrucs) que des 
cucarvotes, d'où la proposition de Wocse de diviser Le monde 
vivant en trois règnes primaires, celui des archéchactéries, 
des eubactéries et des eucaryotes, L'ARNr 16$, présent chez 
toutes les bactéries, est devenu le chronomètre de l'évolution. 
Li séquence du gène correspondant est connue pour près de 
2 CH] souches et est accessible par interrogation de bases de 
données, Cette stratégie permet d'établir un diagnostic lors 
d'une infection. lorsque l'étidogie bactérienne cst suspectéc 
mais qu'aucune bacténe n'a été mise en évidence (si l'on a 


des bactéries viables non cultivables par exemples L'ARNr 
168 hactérien éet en effet détecté et identifié directement à 
purur des prélèvements cliniques pour la maladie des griffes 
du chat. l'angiomatose bacillure où la maladie de Whipple et 
lors dé gastropathies cher l'homme. 

Lu méme démarche a été utilisée pour caractériser les buc- 
téries colonisant les « racines » de Cauwlerpa taxifolia (algue 
envahissant la Méditerranée). 


4.1.4. Caractères immunologiques : 
taxonomie immunologique 
Les bactéries sont des mosaïques d'antigènes. 
Cette complexité antigénique des structures de 
surface (flagelles, pili, paroi, membrane, capsule) 
peut être mise à profit dans la classification et 
l'identification. La facilité et la rapidité des tech- 
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Figure 1.67 - Arbre phylogénique du groupe des bactènies pourpres obtenu à partir des séquences des ARN 55 et 


165. 


('anrés Mme Rôhe-Hansen, Méstiut Zoologique de l'Université Christian Albrecht, Kiel]. 


niques immunologiques sont en effet des avan- 
tages considérables, Dans la famille des Ertero- 
bacteriaceae, dé nombreux genres ou espèces 
sont ainsi subdivisés en sérotypes. La classifica- 
üon des Salmonella (genre), établie par Kaufr- 
mann en 1966, comprend actuellement quelque 
2 O0 sérotypes auxquels il souhaitait donner un 
rang d'espèce, La classification des Shigella 
(genre) fait appel à des données immanologiques 
et biochimiques. Les ÆE coli comprennent un 
erand nombre de sérotypes établis par la mise en 
évidence des antigènes somatiques (polysacchari- 
diques)} et des antigènes de surface (protéiniques}. 
Ce sont encore les études immunologiques qui ont 
permis de diviser le genre Streptococcus en un 
certain nombre de groupes sérologiques À, B, C, 
ec. par extraction d'anugènes polysaccharidi- 
ques, spécifiques selon les groupes. De nombreux 


il 


autres exemples pourraient étre donnés de lintérèt 
et de l'importance de ces approches immunologi- 
ques mais qui, la plupart du temps, interviennent 
au niveau mfraspécifique et, excepuonnellement, 
à de hauts rangs taxonomiques. 

L'étude des honologiés immunologiques d'une méme 
protéine issue dé deux espèces voisines et choisie pour #4 
sigrification phylogénétique peut se révéler, par contre, 
d'une grande efficacité. Les protéines enxymatiques isofonc- 
donnelles ont, comme leur nom l'indique, les memes fonc- 
Lions métaboliques, quelles que sment les espèces auxquelles 
elles appartiennent, mais des structures différentes 
« forgées », au cours dé l'évolution, dans ces espèces. Leur 
étude immunologique comparative permet d'évaluer kes reta- 
tons phylogénétiques entre les espèces où Les genres bacté- 
mens. Les méthodes uuliséés sont gualitativés ou, miéux, 
quantitatives émicrofixation du complément). 

Les résultats obtenus avec La ghuceraldéhyde-3-phosphate- 
déshvdrogénase, La phoéphatsse $e sont révélés unlés dans lu 
classification des entérobactéries ; l'étude d'autres enrymes 


comme l'aspartokinasé, la superoxvde diémutase, la D'AHP 
synthétase (3-déoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate) 
a soulevé des hypothèses révolutionnaires séduisantes entre 
les Éamilles des Enterobocieniaceue et des Vibrimaceae. 

La comparaison des structures primaires (séquences pri- 
maires) de centaines protéines peut être utilisée pour évaluer 
les parentés cotre les organismes. Les protéines existantes ont 
en effet probablement évolué par mutation, à partir d'un très 
pout nombre de préines archétypes. Plus les différences, 
dans ces séquences primaires, sont marquées, plus les diver- 
gences d'évolution sont grandes entre les deux organismes 
comparés. Parmi les protéines choisies dans ces études, on 
peut citer Ja ferredouine, la Mavodoxine et le cyiochrome 
C, La remarquable similitude de structure du cytéchrome © 
entre certaines bactéries photosynthétiqués comme Rhondop- 
sedomones capsulatus, P. denirrificans non photosynthét- 
que et les mitochondnies des cellules cucarvotes amène à con- 
clure que l'espèce À denirrificanrs descend en filiation directe 
du groupe des bactènes pourpres non soufrèes par pente de la 
capacité de photosynthèse et qu'elle est a plus proche du pros 
carvote ancestral. onginare des mitochondries, D'autres 
types d'analyses plus complexes sont aussi utiles à La classi- 
cation, Ce sont par exemple Les profils cytochromiques que 
l'on peut comparer entre souches par spectrophotométne, les 
profils d'activité de certaines protéines enxymatiques comme 
les citrates synthétases dont linhsbition par le nicocinamide 
adénine dinuclémide (NADH} peut êcre où non levée par 
l'adénosine monoghosphate CAMP, 


4.1.5. Caractères chimiques : 
chimiotaxonomie 


Au cours des deux dérmères décennies, lapph- 
cation des techniques physico-chimiques à l'ana- 
lyse des cellules bactériennes ou de leurs compo- 
sants de structure a donné naissance à des 
informations de grande valeur pour la classifica- 
tion et l'identification, à tel point que le terme chi- 
miotaxonomie ést maintenant largement utilisé 
pour les traduire, 


4.1.5.1. Composition de la paroi 


Le podymère caractéristique de la paroi de la plupart des 
prcarvotes est le pephdoglycanc. est en céfet présent chez 
les bactéries à Gram positif ou négatif et chez les 
cyanobacténés ;1lést par contre absent chez les mycoplasmes 
et les archéobacténies qui, elles, contiennent un constituant 
nouveau, la pseudomuréné, caractérisé par le remplacement 
de l'acide muramique par l'acide talosamino-uronique. 

Chez les bactéries à Gran négatif, la structure chimique 
des peplidoglycunes est uniforme, à quelques exceptions 
près. Par contre, chez Les bactéries à Grarn poaiuf, la compo- 
sition des acides aminés dé pare se révèlé un crière taxono- 
mique de poids, au niveau du genre, tandis que celle dés 


sucrés perenét la distinction entre espèces, comme cela a été 
démontré dans le groupe des bactéries corvnéformes par 
exemple. Les méthodes élaborées par Schleifer et Kandler 
depuis 1967 ont abouti à la notion dé types de peptidoglyca- 
nes, ce qui conduit également à la différenciation des bacté- 
res à Gram positié. 


4.1.5.1.1. Composition lisidique 


Les lipides sont des constituants membranaires de toutes 
les bacténes : elles sont présentes dans la structure pariétale 
des Hacilles à Crram négatif et de certaines bactéries à Crram 
positif comme es Connehacrerntum et les Miycohacterhent, 
Ces lipides sont de tvpe acsl (liaison ester) chez les 
Enbacreron ils sont à liaison éther avec les Archagcehacte. 
FH, 

La composition en acides gras des cellules bactériennes a 
Faut lobpet de nombreuses analyses ; elle peut être curacténs- 
Hique de taxons mais son étude se heurte à des problèmes tech- 
niques de standardisation (milieu de culture, température... 
La caiéeone spéciale des acides mycoliques s'est révélée par 
contre d'un plus grand intérét. Ce sont des acides à longue 
chaine. hydro vlés en —3 ct ramifiés en 2, spécifiques de cer- 
lains laxons en pertculier des genres Mucobacteriun, Nocar- 
dia. Rhaderocous. Les différences dé structure de ces cons 
tiwants sont des critères de valeur dans la classification de ces 
groupes. 

Une autre classe de hpides de valeur chmiotaronomique 
est représentée par des lipides polaires : les plus communs 
sont les phospholhipades et les glvcolipides : les phosphatidyt- 
irositol mannosides sont caracténshques de certains actino- 
mycètes ct connéfonnes , Les phosphosphingolipihes sont 
rencontrés chez les Bactermides. 

Les quinonés oprénoides comstruentune classe de pres 
terpéniques localisée dans la membrane de certaines bacté- 
nés. Elles jouent un rôle amportant dans bé transport des élec- 
trons ct dans la phosphorylation oxydative, Les trois princi- 
paux typés sont les ubiguinoncs, les ménaquinoncs ct les 
déméthyiménaquinones qui sont présents (un ou plusieurs} 
dans la majonté des organismes procarvotes. [ls sont absents 
chez les cyanobactéries qui contiennent par contre, des ph |- 
loquinones et des plastoquinones, constituants des plantes 
Les mycoplismes possèdent seulement des ménaquinonces de 
méme que es archéobacténes (excepté l'espèce Here 
bactértint érnocnitonramhicner. 

Les hadéries à Ciraini NÉ robes SIiCLeS Dé prxlut- 
sent, pour Ja plupart, que des ubiquinones : les bactéries ana. 
érobnes facultatives contiennent l'un des trois topes ou une de 
leurs combinaisons ; es anaérobies strictes élabore nt anique- 
ment es ménaquinoncs. La majonté des bactéries à Gram 
posté, aérobies ou anaérobres Faculiatives, svmthétisent Les 
seules ménaquinoncs. 


4.185.172, Profils protéiniques 


Les protéines des cellules bactériennes peuvent 
être extraites puis analysées globalement par élec- 
trophorèse et, enfin, comparées entre elles selon 


fi 


leur provenance. On part du principe que des orga- 
nmismés étroitement apparentés doivent posséder 
en commun des protéines identiques où proches. 
Les procédés d'éléctrophorése bdimensomnellé 
et de localisation isoélectrique peuvent révéler 
plusieurs centaines de protéines à partir d'un 
extrut cellulaure, Des méthodes plus simples, 
comme l’électrophorèse monodimensionnelle en 
el de polyacrylamide, n'ont pas le même pouvoir 
de résolution mais permettent de détecter de 30 à 
50 bandes protéiniques. Ces profils (électropho- 
régrammes) sont des reflets précis des potentia- 
lités génétiques de chaque souche : ils peuvent 
être comparés pour mesurér les dégrés de parenté 
entre des souches ou des espèces voisines, En 
général, ce sont les protéines des cellules totales 
qui sont extraites puis solubilisées à l'aide d’un 
détergent tel que le dodécyl sulfate de sodium 
(SDS) Certains s'adressent, plus simplement 
encore, aux protéines solubihisées dans l'eau (pro- 
téines solubles), De nombreux exemples d'appli- 
cation sont connus dans l'un et l'autre cas ; 1ls 
concernent par exemple les Khicobinm, les 
Haemophilus, les Clastridiun, etc, 


4.1.6. Nomenclature 


4.1.6.1. Frncipe 


La nomenclature, c'est-à-dire la détermination 
ou l'attribution dés noms aux groupes taxonomi- 
ques, est le plus souvent considérée comme un 
sous-produit de la taxonomme ; 11 est pourtant 
indispensable d'attribuer des noms stables aux 
organismes vivants et de réglementer la « façon de 
faire », ce qui est concrétisé dans le code mtérna- 
iomal de nomenclature des bactéries, On distingue 
deux catéeones dé noms : 

- les noms informels (vermaculaires) où trés 
spécialisés où à sens restreint ; 

— les noms scientifiques des groupes taxono- 
miques où taxons. 

Dans la première catégone, on peut citer, à uitre 
d'exemple, le colibacille (nom informel}, Æ coli 
K,: (nom spécialisé) ou encore £. coli TL (exi- 
geant en thréonine et en leucine); dans la 
deuxième catésorie, on parlera de l'espèce E. coli, 
du genre Escherichia de la famille des Enterabae- 
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leraceae. Les noms scientifiques sont des noms 
latins, reconnus par tous. [ls appartiennent à des 
catégories successives qui ont une position dans la 
hiérarchie, appelée rang. La catégorie la plus 
basse est celle de l'espèce, chaque catégorie de 
rang supérieur incluant nécessarement La catégo- 
ne de rang inférieur, comme on le voit dans le 
tableau 5: l'espèce (species) est quelquefois 
subdivisée en sous-espèces (subspecies). 

Les noms scientifiques sont réglementés par le 
Code international de nomenclature (Lapage 
et äl., 19751. Is frgurent sur la Biste des noms de 
bactéries approuvés (Skerman et af, 1940). Le 
Code et la listé des noms sont publiés sous l'égide 
du Comité international de bactériologie systé- 
matique qui fat lui-même partie de l'Union 
internationale des associations de microbiolo- 
ele, Pour respecter les buts du code de nomencla- 
ture, les noms scientifiques doivent être : (1) sta- 
bles, (2} dépourvus de toute ambiguïté, (3) 
nécessaires. 

Pour qu'un laxon (par exemple une espèce, Ps. 
fluorescens) soit reconnu par tous, compte tenu 
de l'insuffisance de certaumes descriptions, on 
s'en réfère au type nomenclatural, c'est-à-dire à 
un spécimen type, ou souche type. déposé dans 
un centre où un institue officiel de collection. Les 
souches types devraient être des souches typi- 
ques que l'on pourrait comparer avec d'autres 
souches faisant l'objet d'une classification ou 
d'une identification, conformément au mot 
& EVE . 

Les noms scientifiques sont donnés sous forme 
latine, Leur attribution obéit aux règles de la gram- 
mare latine Le nom d'espèce comprend deux 
parties : le premier, le nom de genre, est un subs- 
tantif affecté d'une lettre imitiale en maquscule : le 
second, l'épithète spécifique, est orthographié 
avec une lettre initiale en minuscule. L'épithète 
peut être un adjectif latinisé ou un mot latin ou un 
eémit ou un substantif mis en opposition. Le nom 
d'espèce est un nom binominal puisqu'il com- 
prend deux parties. Lorsqu'il s'agit d'une sous- 
espèce, un nom tninominal lui est attribué, La pro- 
position d'une espèce nouvelle porte l'abréviation 
« spc. nov», celle d'un nouvéau génre « gen, 
nov,» et celle d'une nouvelle combinaison 
“ comb. nov. ». 


4.1.6.2, Grands groupes de bactéries 


[n'existe pas de classification officielle de bac- 
tériés mais, comme cela à été vu précédemment, 
une nomenclature officielle qui permet d'assigner 
un nom valide à chaque taxon, sur la base d'un 
code et de règlements internationaux. Cette situa- 
tion très ouverte laisse place à toutes les hypothé- 
ses et propositions possibles pour le classement 
des bactéries, ce qui est finalement bénéfique 
pour favoriser les évolutions souhaitables. En 
l'absence de toute classification officielle, on s'en 
réfère à ce qui est le plus largement accepté par la 
communauté des micromologistes, Les organis- 
mes umicellulaires de structure procaryotique, 
c'est-à-dire les bactéries et les algues bleu-vert, 
constituent le règne des Procarvotae. En cette 
période de mouvance taxonomique, à titre 
d'exemple, un extrait de la classification présen- 
tée selon Murray (Bergev's manual, 2001) est 
donné dans le fable 116, 

Les procaryotes comprennent quatre divisions 
reconnues sur la base de l'existence ou non d'une 
paroi ét sur là nature de cette paroi : les Gracili- 
cutes, les Firmicutes, les Teneéricutes et les Men- 
dosicries, 

Division L: les Gracilientes (graciis curés: peau fine). 
Ces hacténes ont une paroi de type Gram négatif, comprenant 
une double membrane externe et interne, né fine couche de 
pertidoglycane ct d'autres constituants situés à la périphérie 
de la membrane exteme ou dans l'espace pénplasmique situé 
entre Des deux membrancs. La forme des cellules est très 
variée, sphérique, cvoide, incurvée, en béton net, Rélicotdale 
où flameneuse : d'autres sont enfermées dans une gaine {tri- 
chome) ou enchässées dans une capsule. Leur mode de repro- 
duction habituelle est la scissipanté mass certaines sé répro- 
duisent par bourgeonnement ct, pour le groupe rare des 
Fleurocapsales, par scission multiple où éclatement. Des 
cndospores ne sont jamais formées. Des corps tructifiant et 
des myxospores sont produits par les Morobacrerales. Toutes 
ces hüctériés peuvent être mobiles par nage ou par elissemen, 
ou immobiles. 

Les membres de la division peuvent étre ototrophes ci 
non. Les premiers rentrent dans les deux classes dés Anoxv- 
photobacierie qui effectuent la photosynthèse en anaérobiose 
bactéries photetrophes) et des Grrehorebactere qui l'elfec- 
tuent en aérobiose. Les seconds constituent le classe de $ro- 
tobacieri. Les espèces peuvent être aérotues, anaérobies 
strictes où facultatives, Certainés soni dés parasites intrace|- 
lulaires. 

Division EL : les Firmicutes Crus cuvis : peau dure}. Ce 
sont des procarvotes à paroi de cvpe Crram positif, Les cellules 


peuvent be sphériques, en bonnets ou flamenteuses ; les 
formes badillures ou Alamenteuses portent quelquefois des 
ramifications vraies. La reproduction habituelle est la scissi- 
parité, Ces bactéries sont chimiotrophes Cchimio-orrinotra- 
phesl, aéromés strictes, anaérébies sinictés ou facultatives, La 
division comprend des bacténes sporogènes (endospores ou 
hyphes) ou asporogènes : les actinomycètes et formes apna- 
rentées cn font également partie. 

Division LL: les Temerieutes dener cutis : peau tendre). 
Ce sont des procurvotes sans paroi, incapables de svothétser 
ls précurseurs du peptidoglyeane : ils sont emourés d'une 
membrane uniaire, la imembrans cytoplasmique. On les 
age plus communément les mycoplasmes. Les cellules 
sont trés polsmorphes, allant de la vésicule dé grande taille, 
lwmable, jusqu'à l'élément Gérant, très petit (OT Lim), en 
passant par les onmes Glaménteuses ramifiées ou non. Elles 
sc reproduisen par bourgeonnement, par fragmentation ct/ou 
par scissiparité. Elles sont immobiles ou, rarement, mobiles 
pur glissement, [n'existe pas de formes de repos. La colora- 
ton ést négative au Cram. 

Ces hactérres exigent, pour la plupart, dés milieux comple- 
es pour leur croissance et, au cours de beur développement, 
elles ont tendance à pénétrer dans Les milieus solides pour For- 
mer des colomes caracténstiques dites en « œufs frs », Elles 
ressemblent aux formes L qui sont engendrées par de nom- 
breuses espèces bactériennes mais, contrairement à ces der- 
nières, elles sont incapables de réverser et de resvothétiser 
une paroi. Les espèces peuvent être différenciées sur la base 
de leur exigence où non en cholestérol et en acides gras à lon- 
gues chaines. Le contenu en £i + de PART est de 44 à 
48%, c'est-à-dire plus bas que celui des Gracilicures et des 
Fieneutes (de 0 88 6. Le Ce 4% de ADN est aussi très 
bas comparativement, se situant cote 23 et 46 % : Ja caille du 
génome est également inférieure puisque de 0,3 à 10 
*10 deltons. Tous les mycoplasmes sont résistants aux f- 
lactamines, Ts peuvent étre saprophytes, parasites où patho- 
génes. 

Division IV: Les Mendosicntes (mendosus cutis : peau 
défectueuse). Ces procervotes ont, de toute évidence, une ori- 
gine phylogénétique lointaine, antérieure à celle des Gracili- 
cures ct des Firmicures proches des formes ancestrales, La 
plupart ont une paroi iohabuelle sans acide muramique : 
dans certains cas, celle-ci est uniquement protéique ou 
polysacchandique : dans d'autres cas, elle est ttalement 
absente. Leur morphologie est vante. Comprenant dés Cotes, 
des bätonnets, des filaments et dés éléments irréguliers pro- 
ches dés mycoplasmés : certains sont polymorphés. [ls sont à 
Gram positif où négatif. Des endospores où des formes dé 
repos n'ont jamais été chservées, La plopart sont antérobies 
siricis ais guélques-uns sont aérobies, Ceriains sont mobiles 
ét portent des agelles. Les représentants dé cette division ont 
des habitats e1 des métabolisnes trés divers. Île rassemblent 
les bactéries du méthane, les bacténes halophiles et les 
thérmoacidophiles qui vivent dans des environnements extré- 
mes. On les apoelle plus habituellement les archéhacténies : 
el n'existe en effet qu'une seule classe, celle des Archos 
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Tableau 11.6 - Extrait de la classification du + Bergey's 
Manual of systematic bactenology - (2001) donnant la 
position actuelle d'une exemple de sérovar d'Escherr- 
chia coli dans l'ensemble des 41 nouveaux genres 


d'Entérobactéries, 


Fhylum BXI 
Classe III 
Ordre XIII 


Farnills I 


Genre | 
Genre Il 
Genre I 
Genre [Y 
Genre W 
Genre WI 
Genre WII 
Genre WIIT 
Genre IX 
Genre X 
Genre XI 
Genre XII 
Genre XITI 
espèce 
Sérovar 
Genre XIV 
Genre XV 
Genre XYT 
Genre XVTI 
Genre X'WII 
Genre XIX 
Genre XX 
Genre XXI 
Genre XXII 
Genre XXII 
Genre KATY 
Genre XX 
Genre XXVI 
Genre XX VIT 
Genre XX VTT 
Genre MAXIX 
Genre XXX 
Genre XX XI 
Genre KX XII 
Genre XX ET 
Genre XXETV 
Genre XAXV 
Cenré XXXVI 
Cenré XXXVI 
Cenre XX XVII 
Crenre XXXIX 
Cenre XL 
Crenré XLI 


Enterobactenacens 
Entérobacter 
Alrércoccut 
Arsenopronus 
Brenneria 
Buchnera 
Bud vicie 
Buttiaucella 
Cabremeaahoctertnm 
Ledecein 
Cirabacter 
Edwardiielr 
Erwérnia 
Eschericiier 

Escherichia coli 
Escherichia coli O157 :H7 
Ewingella 
Hafirie 
Étebseilla 
Éluyvera 
Leclercia 
Leila 
Mesllereila 
Morganella 
Chesumbarcterinnnt 
Potro 
Pecahacterdim 
Fherahabdrns 
Pleisomoncs 
Pragia 
Froreus 
Provider ta 
franeile 
Saccharebacrer 
Safmonell 
Serrüdicr 
Shigella 
Fedadis 
latumella 
Trabulrietler 
Wigelerworthie 
Xenerhkabaus 
Yersin 
lotesteller 





4.9. Classification des levures 
et des moisissures 


4.2.1. Levures 


La classification des levures est naturellement 
une partie intégrante de celle des champignons 
{voir $ 4.2.2.). Elle est fondée, au moins au départ, 
sur des caractères morphologiques. Les levures 
appartiennent à trois grandes classes : Ascomyce- 
res, Basidiomycetes et Fungi imperfecti (Lodder et 
Kreger van Rij} (rab. EL 71, 


4.2.1.1. Levures Ascomycètes 
(Hémiascomycétes]) 


Elles forment notamment la famille de Saccharcomiceta 
ceae divisée en quatre sous-familles : 

a) les Schisosaccharenmvecroidene sont des levures à 
mycélium etanthrospores : le genre Schizeraccharemypces est 
alcocligène et se rencontre dans Les brasseries et distilleries : 

bi les Saccharomycetoideae possèdent des cellules bour- 
geonnantés ét ont des spores nom fusiformes. Cette sous- 
Farnille regroupe de nombreuses espèces intéressant lindus- 
inie alimentaire et appartenant aux genres : 

= Saccharomyces : levures alcooligènes des industries de 
fermentation Chrasserie, chaux, cidrerie, boulangerie, diététi- 
que} où contaminants, 

— Kluyreromvces : levures du lait fermentant le lactose, 
rencontrées dans les fromagenes. Elles sont cultivées sur lac- 
tosénum pour donner des protéines, 

- Hansenule, Deborvomvces, Pichia : levures contami- 
nant de nombreux aliments : 

c} la sous-famille des Nadsonioidenrs à bourgeonnement 
bipolaire contient quelques espèces intéressantes appartenant 
au genre Hanseniospera (certaines levures du vin) : 

di les Lipamvceroidene à bourgeonnement et asque en sac 
ont on intérêt moindre sauf quelques espèces du genre Lipo- 
FEVCES. 


421.2. Levures Basidiomycètes 


Elles présentent une reproduction sexuée à basidiospores. 
Cette classe comporte peu de levures d'intérêt industriel, 


4.2.1,3. Levures sans sexualité 
(Deutéromycètes 
ou Fungi imperfecti) 


Elles constituent la famille des Cromococcaceas qui est 
divisée en quatre sous-famalles : 

- Les Crptoceccordese sont des levures à cellules 
bourgeonnantés : elles ne forment pas d'arthrospores et n'ont 


Tableau 11.7 - Classification simplifiée des levures, 


Ascomycétes 
Éreprxhuiction 
sexuéc dans uné asque) 


Spermophitheraceear 


Basidiomycèbes 
Crépraduction 
SExUÉC 

avec basidiosgoncs) 


Ustilaginales 
| Trermellales 


Trenellacene 


Deuteromycètes Blastomycetales 


Sporebelemvcéircene 


pas de pigments. Cette sous-famille contient des genres 
importants : Bretanomvces, Candide, Torulopsis. Kloeckera 
dont les espèces interviennent dans l'industne alimentaire 
comme agents de fermentation, contarminants où sources de 
protéines ; 

- és Rhedoteruloideue (Rhodetarula) sont pgmentés : 

- les Trichospororoideae {Frichesporen) forment des 
anthrospores. Ce sont dés contaminants fréquents : 

- les Sporobolomycetnideae qui contiennent peu d'espè- 
ces, Quelques-unes appartenant au genre Sporcbholomvees 
sont rencontrées parfois comme contaminants des denrées 
alimentaires, 


4.2.2, Moisissures 


Nous traitons ici de la classification globale des 
champignons. Naturellement, les levures peuvent 
y être incluses (voir $ 4.2, 1.). 

Cette classification est fondée sur des caractères 
purement morphologiques (ab. LL, 

Aux côtés des Myxomycètes constitués par un 
plasmode, on trouve les Eumycètes ou vrais cham- 
pignons. 

Les Eumycètes sont répartis en quatre subdivi- 
sions principales : Zygomycètes, Ascomycètes, 
Basidiomycètes, Fungi imperfecri (champignons 
imparfaits). 


faccharmnrcetocenE 


Filahasidiaceae 
Levures à télicépores 
Strobhatidiacece 


Copococcaceue 





Échiosrccheramcetoñdeer 
Merdronioideure 
Liponreecrmidenc 
Secchoremrecidenc 


Schiosacoharemices | 
Hanseniesporn | 
Liponryces 
Deberrvontvss 
Hansen 
Kluvveromuces 
Fichia 
Saccharomyces 

| Coccidiescus 


Filehasidier 
Leicespiridirer 
Sirebas dia 

| Tremell 


Hrettanenieer 
Cenrdida 

| Crypiocaccns 

| Torilepsis 

| RAodeverarder 
Frichoaïporeont 
Sporobolomocs 


Crptacacecoidee 


Rhodan 
Trichosperererdeue 


4.2.2.1. Zygomycètes 


Ils possèdent un thalle mycéhien non chasonné et des orga- 
nes de reproduction sexuée. Is se subdivisent en Oomycètes 
à sexualité généralement hétérogamique à spore sexuelle 
endogène loospore) et à zoospore flagellée, et en Éygomycé- 
tes à sexualité isogamique, sporc sexuelle cxogène (zo0s- 
pare} et spore végétanive non flagelké. Les Clomycétes sont 
des espèces aquatiques ou parasites des végétaux supérieurs. 
Les Zygomycètes sont des espèces saprophytes où parasites : 
les Mucorales (Rhizepus, Phyicomvces, Mucor…} font parue 
des Zygomycètes. Ce sont des agents de maladies des végé- 
taux et, surtout, des contaminants de nombreux produits ali- 
mentaires, Certaines espèces de Mucorales sont parfois utili- 
sées industriellement: sauces de soi, saké, produits 
alimentaires orientaux divers, rouissage. 


4.2.2,2, Ascomycétes et Basidiomycètes 


‘ Les Ascomycètes sont caractérisés par la formation 
endogène des spores (ascospore) contenues dans l'asque. [ls 
se subdivisent en Hemiascomycètes dont les asques sont 
Libres.et quai correspondent essentiellement à dés levures, et en 
Flectomycètes dont les asques sont groupés dans des 
réceplackes : apouhécre, périthèce, cleistothécium. Les Euas- 
comycètes regroupent de nombreux parasites des végétaux, 
mais aussi de nombreuses moisissures contaminant les pro- 
duits alimentaires (Aspergillecece), certains, comme 
A. fumigorus, peuvent être responsables d'infections graves, 

* Les Basidiomwcëtes sont caractérisés par la formation 
exogène des spores (busidiospores) portées par la basice. Ils 
se subdivisent en Hémibasidiomycètes, qui correspondent 





Tableau 11.8 - Classification simplifiée des moisissures. 


Évgomveoina 
(AFLOMYCÈES } 


£ygomycètes 


AECOM VENTE Flectomycétes 


| Pyénomycètes 
| Hémiascomycètes 


Hémibasidiomvcëtes 


Hasidionmvenntrne 
(basidiomycëtes} 


Denreremveotina 
fdeutéromycètes) 


Hyphomycètes 
orme levure = 
blastomycètes) 
Hyphomyeètes 
orme flamenteuse) 


dur champignons supérieurs ét dont la haside n'est pas choi- 
sonné, et en Protobasidiomycëtes dont la buside est cloison 
née el qui sont généralement des parasites des vécétaux (Dre. 
dinates, Derilegineales). 


4.2.2.3, Fungi imperfecti ou Adélomycètes 
ou Deutéromycètes 
Is constituent un groupe très vasté qui rassem- 
ble des champignons dont la sexualité est incon- 





Mucar 
Rhizapus 


Mucorales 


Emericefle 

LA. rédlérris 
Neurospora (N. grasse) 
Eremnthecinnn 


Eurotiales 


Spahaeriales 
Endomycétales (levures) 


Urénidales 
Lstilaginales 


Pucecinia 
L'sriherger 


Carrdide 
CGectricénunnn 


Moniliales Aspergillus 


A. Mavus, À. niger] 
Penicilion CP, norarurt, 
FE canrenbertit, 

P. rogquefortii} 


nue ou des variétés asexuées d'Ascomycètes. [ls 
sont classés en fonction des caractéristiques des 
organes conmdiens et du mode de groupement dés 
hyphes. Les Aspergillus et Penicillium, par exem- 
ple, ont une sexualité rare et sont donc fréquern- 
ment classés dans les Adélomycètes. 

Ce groupe contient un grand nombre de conta- 
munants des produits alimentaires. 


5. Applications au laboratoire 


L'étude de la morphologie et de la structure des 
micro-organismes peut être exploitée pour la clas- 
sification ou pour l'identification {diagnostic}. 


5,1. Étude des caractères 
morphologiques 


Les techniques d'examen microscopique per- 
mettent d'établir une préidentification « carte 
d'identité » du micro-organisme étudié. 

+ État frais. Préparation entre lame et lamelle 
d'une suspension microbienne en milieu liquide. 
elle permet d'observer la forme et la mobilité, Très 
utilisable dans le cas des bactéries, elle est moins 
convaincante pour les moisissures : 


h 


- l'état frus peut être adapté : coloré à l'encre 
de Chine pour la muse en évidence de la capsule 
bactérienne (voir & 2.8.1.) ; 

= il peut être mis en œuvre après culturé spé- 
ciale préalable. Ainsi, le test d'aptitude à la fila- 
mentation des levures est réalisé après culture sur 
milieu PCB (pomme de terre, carotte, bile), De 
mème, l'observation directe de cultures sur lame 
de moisissures permet la mise en évidence des 
caractères morphologiques particuliers (hyphes, 
mycélium, spores…..}. 

+ Colorations sur frottis fixé : coloration au 
bleu de méthylène permettant de colorer toutes 
les bactéries (les ribosomes fixant le colorant}, 
coloration de Gram (vor $ 2.2.4.3.), coloration 


de Ziehl-Neelsen permettant de visualiser les bac- 
téries dont la pare est non seulement capable de 
résister à l'alcool mais aussi à l'acide. Cette pro- 
priété remarquable est due à la présence, dans la 
paroi, d'acides mycoliques (voir $ 222.6.) Le 
frottis est d'abord soumis à un colorant, la 
fuchsine (à chaud), puis à l'action de l'acide sul- 
furique au 1/4 (ou acide mitrique au 1/31. Ensuite, 
on fait agir de l'alcool à 9%”. Les cellules qui res- 
teront colorées en rouge après avoir résisté à ce 
double traitement sont appelées acido-alcoolo- 
résistantes. Un colorant de contraste, le bleu de 
méthylène, révélera les bactéries sensibles à ce 
traitement. 

+ Colorations spécifiques : coloration des inclu- 
sions de glvcogène, d'amidon (voir $ 24.21, colo- 
ration des corpuscules métachromatiques (voir 
$ 24,7.) telle celle d'Ernt-Neisser où l'on fait agir 
une solution de bleu acétique à chaud puis une solu- 
ion de vésuvine, coloration de Feulgen (voir 
& 2.5,1.), coloration des cils (voir $ 2.8.3,1.joù, sous 
l'action d'un mordant puis d'un colorant, les cils 
s’épaississent et deviennent visibles (dans la colora- 
bon de Rhodes, on utilise le nitrate d'argent ammio- 
niacal comme colorant), coloration des spores bac- 
téniennes (voir $ 2.9.1.) dans laquelle le colorant ne 
peut pénétrer qu'après un traitement préalable des- 
tiné à perméabilhiser les enveloppes (dans la colora- 
tion de Mäller, on traite le frottis par de l'acide chro- 
mique et on colore par de la fuchsine à chaud. 


5.9. Test de stérilité 


La résistance des spores est mise à profit pour 
réaliser des tests de sténlisation :; à cet effet, des 
échantillons de spores d'espèces bactériennes pré- 
cises sont traités de la même lagon que les produits 
à stériliser et on analyse la survie éventuelle. En 
présence d'une subculture, on pourra affinner que 
le processus de stérilisation n'a pas été efficace 
fab. 119). 


5.3. Étude des caractères 
antigéniques 


Essentiéllement réservée à l'identification bac- 
térienne, cette étude permet de : 


Tableau 11,9 - Quelques espèces utilisées comme sou- 
che test de stérilisation. 


Nature du produit IE 





LE. stecraihermopdilus 


FH. subridis | 
LATOC 6633) | 


Autoclavage 


Chaleur sèche ou gaz 


(oxyde d'éthylène) F. suderilis 
CATCC 9372) | 
Rayons gamma F, punis | 


Aliments sous emballage | CE sporogenes 


— rechercher et caractériser les antigènes spéci- 
liques d'une bactérie afin de l'identifier : c’est le 
sérotypage : 

— rechercher et mesurer dans le sérum d'un 
malade le taux des anticorps apparus à la suite 
d'une infection : c'est le sérodiagnostic. 

Dans le premier cas, on recherchera des antigènes 
inconnus à l'aide de préparations d'anticorps 
limmunsérums) connues. Dans le second, on détec- 
tera des anticorps inconnus ét on en mésurera le 
taux à l’aide de suspensions antigéniques connues. 


5.3.1. Sérotypage 


Les bactéries sont caractérisées par leurs antigè- 
nes, Chez les entérobacténes, par exemple, on 
distingue : 

— les antisgènes de paroi ou antigènes O (voir 
6224.11); 

- les antigènes flagellaires ou antigènes H 
(voir & 2.8.3.23,): 

— les antigènes de surface (capsule ou enve- 
loppe) appelés antigènes K (voir $ 2.8.1.3.). 

L'étude de ces différents antigènes permet de 
classer en sérotypes les bactéries appartenant à 
une même espèce. Elle présente un grand intérêt 
diagnostique et épidémiologique, en particulier 
pour certaines espèces comme les Salmonella, les 
Shigella, les E calr, etc. 

Pour mettre en évidence ces antigènes, on dis- 
pose de batteries de sérums qui, au contact de leurs 
antigènes spécifiques, les révèlent par agglutina- 
tion, Chaque sérotype est caractérisé par une 


à 


mosaique d'antigènes dont la recherche aboutit à 
l'identification. Par exemple : 

— pour les Salrronella, on les caractérise par la 
recherche dé leurs antigènes © et H selon la clas- 
sification établie par Kaufmann et White (voir 
$224,12)}; 

— pour les E. coli GET (responsables de gastro 
entérites infantiles), on recherche les antigènes Q 
et K. On établit ainsi pour chaque sérotype une 
formule Oa Kb caractéristique. 

Les anticorps som polyclonaux où monnsclonaux. Les 
caracténstiques ci les Limites des anticorps polyclonaux sont 
bien connues. Lorsqu'on injecte des bactéries entières chez 
l'animal, celui-ci va produire de très nombreux anticorps spé- 
cifiques des différents épitopes des constituants de surface. 
La varièté de ces épitopes nécessite d'éliminer par épuise- 
ment les anticorps non désirables pour sélectionner les anti- 
corps utiles au niveau de l'espèce ou au niveau infraspécifi- 
que, Le opérations nécessaires sont souvent délicates 
épuisement imparfait des < mauvais + anticorps où éhimina- 
tion partielle des « bons + anticorpsi. La spécificité des anti- 
corps polyelonaux pourruil être améliorée en préparant dés 
antigènes pundrés, Cette approche présente aussi des difficul- 
tés et des limités dues à la pureté relative des antigènes, à la 
destruction de certains épitopes fragiles. à l'apparition d'épi- 
oges marqués chez la bacténe... Par ulleurs la standardisu- 
tion de ces sérums pose problème : leur composition varie de 
lou à lot selon Les conditions d'immunssation, en particulier de 
lu durée, selon les animaux. Les anticorps monoclonaux ne 
SORT us SOUMIS à tous ces inconvénicors mais leur très grande 
spécificité {pour un épltope) peut se révéler quelquefois 
néfaste car non représentative de l'ensemble de [a structure 
antigénique, C'est la raison pour laquelle ces anticorps mona- 
clonaux dosvent faire l'objet d'une évaluation approfondie de 
leur spécificité. 

D'autres techniques immunologiques peuvent 
être mises en œuvre pour le diagnostic : par exem- 
pl l'immunofluorescence pour détecter Îles 
E. coli GET dans les selles. On prépare une sus- 
pension de matières fécales et on effectue des frot- 
us fixés que l'on recouvre d'anticorps fluores- 
cents. L'observation de la lame au microscope 
disposant d'une source UV révèle les Æ coli GEI 
sous forme de bacilles fluorescents (zone verdätre 
étincélantée entourant le corps bactérien). 


5.3.2. Sérodiagnostic 


On recherche, dans le sérum d'un malade, la 
présence d'agglutinines élaborées dans l'orga- 
misme au cours de l'infection. La méthode consiste 
à mettre en présence le sérum du malade (pur puis 


1 


dilué) et la bactérie que l'on suppose responsable 
de la maladie. 

Dans le sérodiagnostic de Widal-Félix pour la 
fièvre typhoide, on dispose de suspensions 
antigéniques O et H provenant des quatre princi- 
pales espèces responsables, $ rphi, # pararv- 
pli A, S. pararvphi B et 5. paratvphi C. Chacune 
d'entre elles est mise én contact, en tube, avec le 
sérum et ses dilutions, ce qui permet de détecter 
par agelutinanon le germe responsable et de 
mesurer le taux des agglutinines. 

Les agglutinations sont de plusieurs types selon 
l'antigène : 

- avec les antigènes O, l'agglutination est gra- 
nulaire, fine, lente à apparaître et difficile à disso- 
cier ; 

— avec les antigènes H, l'agelutination est flo- 
comneuse, rapide à apparaître et facile à dissocier. 

Le sérodiagnostic par agglutination est aussi 
applicable aux brucelloses, à la tularémie, aux lep- 
Os piroses. 


5.4, Lysotypie 


Certaines bactéries ont la propriété de fixer des 
virus appelés bactériophages (voir $ 2.2.4.2, er 
chap. VIII $ 2.4.). Ceci a pu être utilisé pour les 
identifier. On détermine alors ce que l'on appelle 
le lysotype (ou lysovar). Cette méthode est fon- 
dée sur le fait que, dans certains cas, la fixation du 
bactériophage est suivie de la lyse cellulaire 
(infection lytique). 

On dispose d'une batterie de bacténiophages que 
l'on met en contact avec lé germe isolé. On cultive 
ensuite le mélange par ensemencement en nappe 
sur milieu solide. La lyse bactérienne sera alors 
visualisée par la présence de petites zones trans- 
parentes dans Le tapis bactérien opaque. Ces zones 
sont appelées plages de lrse. 

Le germe sera donc identifié par le ou les bac- 
tériophages auxquels il est sensible. 


5.5, Génotypie 


Avec les progrès récents de la biologie molécu- 
laire, sont apparues de nouvelles techniques 
permettant de caractériser une souche par ses 


particularités génétiques et d'établir ainsi son 
génotype. 

Hormis les téchniques envisagées au $ 4.1.3. 
lors de l'étude de la taxonomie génétique, l'éta- 
blissement de cartes génétiques par utilisation des 
enzymes de restriction, l'amplification des gènes 
et l'éléctrophorèse en champ pulsé constituent les 
méthodes les plus récentes appliquées ici. 

* La cartographie génétique. Aprés extraction ét pun- 
cation de l'ADN, on procède à son traltément enzymatique 
par des enzymes de nestnétion (voir chap. TL Ces enxymes. 
isolées de diverses espèces bacténennes, possédent la parti- 
culartté d'avoir une spécificité endonucléasique précise, Les 
fragments obtenus sont ensuite séparés et analysés par élec- 
trophorèse en gel d'agarose, On obtient ce que l'on appelle 
ds « cartes de restriction », sones de cantes d'identité cu 
géné. 

s L'amplification des gènes. Cette techique permet 
d'obtenir, en grande quantité, le fragment d'ADN que l'on 
souhaite étudier, Elle utliseune méthode connue sous le sigle 
PCR fpolumerase chair reaction) qui consiste, après sépari- 
don des deux brins d'ADN, à les copier à l'aide d'une poly- 
ménise de facon à obtenir deux moivelles molécules identi- 
ques. À leur tour, les brins les constituant seront séparés ei 
copiés dé la mème manière ét ainsi de suité. On peut obtenir 
ainsi de muluples copies de l'ADN étudié. 

* L'éecitrophorëse en champ pulsé Elle permet la sépa- 
ration de molécules d'ADN selon leur taille et leur aptitude à 
migrer dans un champ électrique. IEs'agit d'une électraphe- 
rèse au cours de laquelle deux champs d'onéntation diffé- 
rente sont appliqués alemanvement, les molécules subissant 
alors une réonientation plus rapide pour les petites molécules, 
ce qui permet de les séparer. 

Par ailleurs, chez les micro-organismes euca- 
ryvotes, outré l'étudié de l'ADN chromosomique, 
on se penche de plus en plus sur la caractérisation 
de l'ADN mitochondrial, 

Ainsi, identification dés souches œnologiques 
de Se, cereviseae fait appel à l'analyse de l'ADN 
milochondnal. Après préparation dé protoplastes 
et leur éclatement dans un tampon de Iyse, l'ADN 
mitochondnal ést séparé de l'ADN chromosomi- 


que par ultracentrifugation en gradient de chlorure 
de césium puis purifié. On le traite ensuite par des 
enzymes de restriction et les fragments sont sépa- 
rés et analysés par électrophorèse en gel d'aga- 
rosé. Une autre technique fait appel à la séparation 
des chromosomes entiers de la levure. Cette 
méthode utilise la récente technique d'électropho- 
rèse en champ pulsé vue ci-dessus. 

Des systèmes de typage moléculaire fondés sur 
les méthodes les plus performantes, comme la 
nibotypie, l'identification automatique des profils 
(logiciel Taxotron®}, ont été mis au point. Des 
bases de données pour lidentfication autormatr- 
que des ribotypes ant été créées pour E. coli, Shi- 
gella, Salmonella sérotype tuphi, Pseudomonas, 
Vibrie cholerae et Corvaebacterium diphiheriae. 

Toute épidémuologie concernant des infections 
bactériennes nécessite la comparaison fine des 
souches en cause : c'est le typage. La nbhotypie (ou 
étude des probls de restncthion des gènes codant 
pour les ARN ribosomaux) est devenue une 
méthode de typage essentielle pour diverses espt- 
ces bactériennes dont E. coli, V. cholerae, 
F, pestis, Salmonella, V. anguillarum et autres 
vibrions pathogènes pour les poissons. Des sondes 
non radioactives sont actuéllément utilisées : 
sonde ARNr marquée à l'acétylaminofluorène 
{AAF) ou sonde constituée de 5 oligonucléotides 
marqués à la isoxisénine. Le trutément des don- 
nées utilise les logiciels de l'ensemble Taxotron” 
{Institut Pasteur, Paris). Le pathotype entérohé- 
morragique d'E. coli (EHEC) semble s'étendre en 
France, aussi les outils de diagnostic sont mis au 
point ou validés comme les systèmes dé détection 
des gènes codant les vérotoxines, des gènes 
d'adhésion aux cellules épithélhiales, des gènes 
d'invasivité et de l'entérohémolysine. 


AUTO-ÉVALUATION ET EXERCICES 





[ii SAVEZ-VOUS VOTRE COURS ? 


Bactéries 


1 Donner un schéma d'ensemble de la cellule hacté- 
rienne faisant apparaitre les éléments constants et facultatifs. 
2 Expliquer les rôles de la paroi. 

3. Donner un schéma simplifié de la paroi de différents 
groupes bactérens : Sraphylacocons, bacille à Gram négatif. 
4, Indiquer la nature chimique et les rôles des principales 
macromolécules constitutives de La paroi, 

5. Expliquer l'architecture de la membrane cytoplasmi- 
que à purtir des propriétés des phospholipides (en liaison 
avec le cours de biochimie}. 

6. Expliquer le rûbe des protéines transmembranaines et 
des protéines extemces. 

TT  Bécapitulerles fonctions de la membrane cytoplasmi- 
que. 

#8  Cuerles différents types d'inclusions, leur mature chi- 
mique et leur role. 

% Décrire des techniques d'étude de l'appareil 
nucléaire. 

10. Expliquer le rôle du chromosome bhactérien et des 
plasmides. 

12 Décrire les techniques de mise en évidence des flagel- 
les et les différents types de ciliatures. 


/| EXERCICES ET PROBLÈMES 


1. Compléter les propositions suivantes. 
d, Le Bemme, désigne les bacténies de forme 
sphérique. 


2 Enveloppe caractéristique de la cellule bactérienne ? 


|| est constituée d'un polymère, 
||. PSE Es ENCME  ppelé.. ss 
D ra ten secetecnerens 

EN Fe représentent les protéines majeures 
ME creer nes de la paroi des hacté- 
rés à Gram négatif. 


4 Autre constituant de Île paroi des bactéries à Gram 
négatif, le LPS 08... est également 


13. Décrire les techniques de mise en évidence des cap- 
sules. 

14. Expliquer les rûles des capsules. 

15. Citer les deux types fonctionnels de pili, préciser leurs 
res. 

16. Décrire les techniques de mise en évidence des spores. 
17. Présenter le schéma d'une spore. 

18. Décenire les phénomènes morphologiques et biochioi- 
ques accompagnant la sporulation. 

19, Citer les conditions favorables à la germination des 
spores et les conditions l'inhibant. 

20. Citer les bactéries sporulées les plus fréquentes. 

21. Citer les propnétés des spores et expliquer les cansé- 
quences au niveau des bio-industries (conservation, asep- 
üsation… en liaison avec le chap. Vi. 


Levures et molsissures 


1. Produire un schéma annoté d'une cellule fongique. 
2 Citerles macromolécules les plus fréquentes présen- 
tes dans la paroi des levures et des moisissures. 

3 Décrire deux types de filaments mycéliens. 

4, Définir be terme structure cœnctypique 


EEE | + car après lyse cellulaire, il est 
Hbèré et constitue un mode d'expression 
D Le ee On TR! 

5. En présence de lysozyme et de saccharose, un bacille 
à Gram négatif donne naissance à 
Tien SAR Re HU Sep à PR RE 
ayant perdu sa forme bacillaire. 

6 Le chromosome bactérien ETATS 
TOUR, ulead 600 OSNngue de In 
FOR san arc LE par une structure plus compacte et 
un encombrement plus réduit, Ce phénomèëne est dû à la 
présence d'une enzyme, la.............., appartenant au 
DOME Er Li Er ursseenteua 


7. Lors de sa réplication, l'ADN bactéren se sépare en 
deux, chacun des deux bnns servant de modèle 


me jà la synthèse d'un nouveau brin selon un 
Nr ve ce ill é anne a mAgua à mgs cugge Ce phéno- 
Écrit patrie la synthèse progres- 


sant Le long de la molécule de part et d'autre du point de 


& dislin- 


UNE AUTO DAT uiursnmséenceusrunansnsas nécessitant UN CON 
tact imercytoplasmique entre les cellules. 
Tan ere LT GA aan na ru mue des salmonelles consiste à 


identifier ces bactéries selon leurs caractéristiques antigé- 
niques en recherchant les spécificités au niveau des amti- 


RO nn ngnenenn eine nan ui an qe ue » het des antigènes H 
PC RER } selon la classification 
nee tease nemasammsmanns mn sen 

DS LE CET. nec un memnane désigne le fait que 
les moisissures présenient une organismion végéta- 
nn pen en es rasé ane anree où les cellules, ayant perdu 


les mémbhranes les St forment finalement une cellule 


2. Indiquer si les propositions suivantes sont 
vraies ou fausses. Si une proposition est 
fausse, le justifier. 


1. Les divers arrangements bactériens (chaineties, grap- 
pes, tétrades...} sont les résultats de l'association de cellu- 
les entre elles grâce à des pontages intermembranuires. 

2 Les acides teichoïques sont des composants caracié- 
nistiques de la paroi des bactéries à Gram positif. 

3 La composition et la structure différentes de la paroi 
des bactéries à Gram positif et des bactéries à Gram négatif 
font que ces dernières laissent pénétrer très difficilement 
l'alcool par rapport aux autres lors de La coloration de 
Gram. 

4. Le lvysozyme a pour spécificité de rompre Les liaisons 
B1-4 du peptidoglycanc. 

5, Leterme < uniport » désigne untype de transport actif 
dans une seule direction. 

6. Four une même molécule d'ADN. elle migrera plus 
rapidement en électrophorèse en gel d'agarose si elle se 
trouve sous forme superenroulée, 

7.  Lemode de réplication ditsemi-conservatif est appelé 
ainsi car il permet la conservation intégrale de 50 % de la 
quantité d'ADN présente dans la cellule mère. 

# Les termes « spore dormante » et « préspore » dési- 
gnent le méme stade de la sporulation bactérienne. 

D Comme chez les bactéries, le noyau des levures est en 
fait un « appareil nucléaire » né présentant aucune enve- 
loppe nucléaire. 

10, La caractéristique morphologique principale diffé. 
renciamt les moisissures des bactéries est celle de présenter 
une organisation multicellulaire, le mycélium. 


3. Flagelles et mobilité 


L Mise en évidence des flagelles : la figure ci-dessous 
est un dessin d'une bactérie observée en microscopie 
optique, après coloration spéciale. À quél artifice techni- 
que a-t-on eu recours pour visualiser les flagelles ? 
Pourquoi ? 


2 Quelle est laciliature montrée sur cette figure ? Donner 
deux exemples de bactéries possédant une telle ciliature. 

3 Quelles autres ciliatures peut-on rencontrer chez les 
bactéries que vous avez étudiées ? Répondre sous forme de 
schémas commentés. Donner un exemple de bactérie pour 
chaque ciliature. 

4. Préciser la relation existant entre la ciliature d'une 
bactérie mobile et son type de mouvement sur un état frais. 


4. Lactobacillus bulgaricus 


Lacrobhacillus balagricus est un bacille de grande taille à 
CGrarn positif, 

1  Schématiser la structure de la paroi de ce bacille. 

2 Action du lysozyme sur cette paroi. 

2.1. Donner une définition du lysozvme en précisant son 
site d'action au niveau de la paroi. 

2.2. Qu'advient-il des bactéries traitées au lysozyme pla- 
cées dans de l'eau distillée ? Justifier. 

23. Qu'advient-1l dés bactéries traitées au lysoxyme pla- 
cées dans un milieu isotonique ? Justifier et préciser ke nom 
des cellules obtenues. 

24. Dégager de ces deux expériences les rûles de lu paroi. 


5. FParol bactérienne 


1 On centrifuge 25 mL d'une culture de Hacillus 
meégarerhen prélevés on fin de phase exponentielle de 
croissance. Le culot de centrifugation est remis en sus- 
pension dans 20 mL. de tampon phosphate 0,04 mol-L-! 
PH 7,2 de façon à laver les cellules bactériennes. Après 
avoir de nouveau conirifugé, décanté et recommencé 
deux fois Le lavage, on remet le culot de cellules bacté- 
riennes on suspension dans 2,3 mL de tampon phosphate 
pH 7,2. 

À 1 mL de la suspension cellulaire, on ajoute 1 mL. de solu- 
tion de saccharose à 2 mol-L-! : tube n° 1. 

À 1 mL. de la suspension cellulaire, on ajoute 1 mL d'eau 
distillée : tube n° 7, 


Après homogénéisation, les deux tubes sont mis à incuber 
pendant 2 minutes à 37°C. Les états frais réalisés sur bes 
deux tubes sont schématisés sur la figure 1. 

LL. Compurer les résultats des deux observations micros- 
copiques. 

L2. Les justifier par les conditions expérimentales. 

2 On ajoute dans les deux suspensions précédentes 
(tubes n° L'et2} O2mL de lysozyme. On examine au 
microscope optique avec l'objectif à immersion les deux 
suspensions après 5, 15 e130 minutes d'incubation à 37 °C, 


Les observations microscopiques sont schématisées sur La 
figure 2. 


Li. Que deviennent les cellukes bactériennes dans les 
tubes n° lét27 


L2 Préciser ke rôle du lysorvme. 
ZL3. Interpréter les observations microscopiques en fonc- 
üon des conditions expérimentales imposées aux tubes 


n° let. 


3 Les mycoplasmes ne sont pas sensibles au lvsozyme. 
Pourquoi ? 
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6. Archéobactéries 


L La paroi. 

Pour certaines achéohactéries, la paroi est constituée d'une 
couche unique épaisse et homogène de pseudomurfine ; 
pour d'autres, elle est formée d'une couche de protéines où 
de glycopratéines externe à la membrane plasmique. La 
psudomuréine est un peptidoglycane dans lequel sont rem- 
placés, respectivement, l'acide N-scétyimuramique par 


Fiqure 1 


# 
# 


Tube n°3 





l'acide N-acétyltalasaminuronique, la liaison B1-4 par une 
liaison B1-3et les acides aminés D'par des acides aminés L. 
Expliquer l'insensibilité des archéobaciéries à l'action des 
antibiotiques à novau f-lactame (pénicillines, céphalospo- 
rines) ainsi qu'à celle du lysozyme. 

2 Lamembrane. 

La membrane plasmique dé certaines archéobactéries ther- 


mophiles se compose. dans sa partie lipèdique, d'un unique 


feuillet de molécules de tétraéthers dont la structure sché- 
matique est représentée sur la figure ci-dessous. 
CHR 
AAA An Ana ot 
SA EE #, 


AOCH, 
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Analyser, en s'aidant de schémas. les analogies et Les dif- 
férences entre cette membrane et celles des autres cellules 
(eubacténes et eucaryotes}. En quoi ces différences expli- 
quent-clles l'adaptation aux températures extrèmes ? 


7. Aspects structuraux de Clostridium tetani 


Une suspension de CL rerand est laissée 15 jours à tempé- 
rature du laboruoire: on l'appelle suspension À. Une 
suspension B est préparée à partir d'une culture jeune de 
24 h. 

L On effectue une coloration de Gram respectivement 
sur les suspensions À et B, On obtient les résultats de la 
figure ci-dessous, 

LL Annoter les schémas de la figure. 


Suspension « À » 


Suspension « & « 


1-2. Quel phénomène biologique a eu lieu dans la 
suspension À ? En dégager les différentes étupes. 

2 On chauffe à 80°C pendant 10 minutes les sus- 
pensions À et B. On ensemence ensuite O1 mL. de chaque 
suspension chauffée sur un milieu d'isolement approprié. 
Après incubation, on observe de très nombreuses colonies 
sur l'isolement fait à partir de À et une colonie sur lisole- 
ment fait à parur de B. 

2.1. D'après ces résultats, qué pouvez-vous déduire 
comme propriété des formes bacténiennes apparues dans la 
suspension À ? À quelles caractéristiques est liée cette 
propriété 7 

2.2. Quel phénomène s'est-il produit lorsque la suspen- 


sion À à été ensemencéc dans le milieu d'isolement ? 








8. Bacillus subtilis 


1. La figure ci-dessous représente le schéma d'une 
coupe de Bacillus subrilis observée au microscope électro- 
nique. 

1.1. Annoter le schéma a. 





LZ Quel est le constituant fondamental de la paru ? En 
schématiser la structure de base. 

Z On prépare deux suspensions de &. subrilis, l'une 
dans l'eau, l'autre dans une solution aqueuse dé saccharase 
à 0,3 mol: L-!. Les bactéries sont ensuite traitées par le 
lysozyme. La première suspension s'éclaircit rapidement 
avec une diminution d'absorbance atteignant 97 % en une 
vingtaine de minutes. L'absorbance de la deuxième sus- 
pension ne diminue que de 20 % pendant le même temps, 
L'examen en microscopie électronique des bactéries pré- 
sentes dans la deuxième suspension révèle différentes for- 
mes bactériennes représentées sur la figure b. 

ZI. Indiquer l'action du lysozyme sur La paroi bactérienne 
et interpréter les observations précédentes. 

2.2 Annoter et commenter le schéma b. 























2.3, Quel rôle de la paroi est ainsi mis en évidence ? 


24. Un antibiotique, la pénicilline, agit également sur Ia 
paroi. Comparer son mode d'action avec celui du lysozyme. 
9. Étude de l'action du lysozyme sur Listeria 
Dans üne culture de Literie monocvtogenss en milieu 
liquide, on mesure le nombre N de bactéries par cm? de 
milieu-en fonction du temps. On trace ainsi la courbe de 
croissance LaN = É (0) ci-dessous (courbe ON. 
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+ Lyskyme 


tiheures! 





Courbe L° 


1. Commentér l'allure générale de cette courbe et ana- 


On veut étwdier abors l'action du lysozyme. Pour celi onen 
ajoute : 


- dans une culture identique en phase 2, et L'on obtsent la 
courbe L; 

— dans une culture identique en phase 3, et l'on obtient lu 
courbe L'. 

Ces courbes sont données ci-dessous en trait plein avec le 
tracé de la courbe sans lysoéyme en trait pointillé, 

2 Analyser ces courbes, 

4 Les interpréter en précisant l'action du lysozyme sur 
les bacténes à Gram positif, 


10. Structure des salmonelles et rôle dans 
leur classification 


L Étude de la structure des Saimemeila. 

LL. Furre un schéma structural simple d'une Safmomeller 
montrant tous les éléments constitutifs de La bactérie, 

Ce schéma est-il valable pour toutes les espèces de 
Salmenelle ? Jusufier lu réponse. 

12 Quels sont les antigènes recherchés. Préciser leur 
nature chimique ét leur localisation. 


2 Les antigènes ainsi définis ont permis d'élaborer une 


classification des Sodmoneller. Cette classification (dite de 
Kauffmann- White) est surtout effectuée dans un but épi- 
démiologique. 

LI. Expliquer l'expression + but épidémiologique ». 

22, Indiquer sommairement le principe général de la chus- 
sification des Salmonella selon Kauffimann-White. 


11. Éléments de structure cellulaire 

Sur dés phorographies prises en microscopie électronique, 
il est possible d'observer les mhosomes et l'appareil 
nucléaire d'une cellule bactérienne. 

LL Quel est l'aspect des nhosomes sur un tel document ? 
Indiquer leur composition chimique et leur rôle dans la cel- 
lule. 

L Quel est l'aspect de l'appareil nucléaire ? 

ZI. Quelle particularité présente-L-il ? 

22, Préciser la forme du chromosome bactéren. la nature 
chimique et li structuré schématique de son convtituunt 
essentiel. 


2.4. Quel est le mode dé réplication de ce constituant 7 Par 
quel type d'expérience at-on pu prouver ce mode de 
réplication ? 

24. Préciser sa fonction dans la cellule. 


12. Étude structurale de Bacillus subtilis 


Étude de la sporulution, On effectue une obscrvation au 
microscope à contrasté dé phase (Mg. 13, 1.). E s'agit d'une 
culture en bouillon ordinure de 72 heures à 47 "C. 





1 Inicrpréter cette obécrvation. 

Z À l'aide d'unschéma.donner la structure de l'élément 
apouru. Quels sont Les rôles et propriétés de cet élément ? 
3, On chuutfe ce bouillon de 72 heures à 70 °C pendant 
lÜ minutes, pars on repique cette culture dans un bouillon 
ordinaire neuf. Au bout de 24 heures de culture à 37 °C, on 
clfecte une observation au Microscope à contraste de 
phase (fig. 14.21, Expliquer ce qui s'est passé durant Îles 
24 heures dé culture et Verde du chauffage dé 10 mimubes 


ALTO: 





13. Structure comparée des bactéries à Gram 
positif et négatif 

Haenopiuus iffuencue, peut bacille à Grum méganf, et 
Srrepiococcus preumonis, diplocoque à CGram positif, 
présentent quelques analogies et différences de structure. 
Ces deux espèces posstdent fréquemment une capsule, 

1, Lacapeulé, 

1.1. En donner la défimaition et la situer dans la cellule bac- 
Érietué, 


1.2 Préciser la nature chimique dé la capsule de 
Sir, phenmanie, 

1.4, Pourchacune de ces deux espèces, on peut définir plu- 
sieurs sérütypes. Pourquoi ? 

14. Les bactéries 

Pourquoi ? 
Z Les photos de la paroi de chacune de ces bactéries pri- 
ses au microscope électronique sont reproduites sur Île 
document ci-dessous. 


capsulées sont tés viulentes. 


Li, À quelle bactérie attribuer chacune de ces photos ? 
Justifier. 

LL Reproduire les photos sous forme de schémas simples 
ét AnNotÉs, 


LA. Comparer succinctement les compositions chimiques 
des deux parots. 





CORRIGÉS 


1. Compléter par : 


L  Cocci. 

2 Pari, peptidoglycanc, muréine, mucocomplexe. 

3  Pormes, membrane externe. 

4  Lipopolysaccharide, endotoune, pouvoir pathogène. 
#.  Sphéroplaste, sans paroi. 

6.  Superenroulée, relaxée, gyrase. topo-isomérases. 

7. Matrice, semi-conservatif, bidirectionnel, origine de 


réplication. 

8,  Conjugatifs, conjugaison. 

9. Sérotypage, antigènes de paroi ou somatiques, antigènes 
Magellaires, Kauffmann-White. 

10. Cœnocytique, multicellulaire, multinucléée. 


2. Propositions vrales ou fausses 

1. Faux : ils résultent de la séparation incomplète des cel- 
lules Giles en Gin de division cellulaire. 

L Vrai. 

4 Faux: c'est l'inverse, l'alcool à un pouvoir pénétrant 
moins important chez les Gram positif. 


4 Vrai. 

5 Faux : il désigne le fait qu'une seule substance est trans- 
portée à La fois. 

Vrai. 


7. Faux : il désigne le fait que l'on retrouve dans chacune 
des deux cellules filles une molécule d'ADN composée d'un 
brin provenant de la molécule de la cellule mère, l'autre brin 
étant néosymthétisé par copie du brin parental, 

& Faux : le terme « précpore » désigne le stade où le sep 
um transversal a conduit à une future spore individualisée à 
l'intérieur de la cellule végétative, L'expression «spore 
dormante * désigne, lui, la spore terminée, libre, avec un 
métabolisme au ralenti. 

8. Faux :ils'agit d'un « vrai + noyau, possédant une enve- 
loppe nucléaire de type eucaryote persistant lors de la division 
cellulaire. 

ID Vrai. 


3, Flagelles et mobilité 

LL On épaissit les flagelles pour les rendre visibles au 
microscope. Imprégnation argentique (coloration de Rhodes 
ct Fontana-Tribondeau, voir chap. El, $ 2.8.3.1.). 

2 Cilisture péntriche (E coli, Proteus vulgaris]. 

3 Cilivures polure monotniche (vibrion) et polaire lopho- 
triche (voir & LEA 1.1. 

4. Déplacement en longs trajets rectilignes (monotriche} 
ou en courts trajets avec changements fréquents de direction 
(péritiche). 





4. Lactobacillus bulgaricus 

I. Voir chapitre Il, $ 2.2.3.3. fig. 1£.17. 

LL. Lysozyme : enzyme, osidise rompant les liaisons 1-4 
des chaînes polvosidiques du peptidoglycane. 

2.1. En eau distillée, milieu hypotonique, les bactéries 
trailées au lysozyme, privées de leur par, éclatent. Par 
osmose, l'eau pénètre dans Le milieu intracellulaire, plus 
CONCENtré, 

23. Enmilieu isotonique, il y a équilibre ogmotique, l'eau ne 
pénètre pas le milieu intracellulaire et, malgré la disparition 
de la paroi, les cellules n'éclatent pas, mais elles perdent leur 
forme de bacille et deviennent sphériques. On les appelle des 
sphéroplastés. 

24, Rôle de résistance à la pression osmotique. RMe dans la 
forme de la cellule, 


5. Parol bactérienne 


Let LA Tube n° 1, cellules en milieu hypenonique (sac 
charosc}, plasmolyse ; membrane rétractée et détachée de la 
paroi qui reste en place du fast de sa structure nigide, Tube 
n° 2, cellules en milieu hypotonique (ED, mémbrane et paroi 
adjacentes, 

ZI. Tube n° 1. cellules conservées mais sous forme de pro- 
toplastes. Tubes n° 2 cellules lyvsées, 

Z2 Enzyme panétolytique par dégradation du peptidogly- 
cane (voir chap. [L $ 2.2.4}. 

23, Dans le tube n° 1. la concentration dlevée en saccharose 
assure un équilibre avec le milieu intracellulaire. Sans paroi, 
ces cellules perdent leur forme et deviennent sphériques. 
Dans le tube n° 2, l'hypotonicité due à l'ajout d'eau distillée 
provoque une cyiolvse, la paroi n'empéchant plus la cellule 
d'éclater. 

% Carilsne possèdent pas de paroi (voir chap. IL $ 226.1. 


6. Achéobactéries 


EL Un antibiotique à noyau f-lactame a pour particularité 
de présenter une analogie structurale avec un intermédiaire du 
métabolisme du peptidoglycane, be dipeptide Cala-Dala. 
l'acideet, donc, il mike ainsi la biosynthèse de la paroi chez 
la plupart des bactéries. Dans le cas des archéobacténies. ces 
acides aminés sort de la série L, La synthèse de la paroi de ces 
bactéries n'est ainsi pas inhibée par les antibiotiques à noyau 
B-lactame. 

Z Analogics: deux extrémités hydroghiles et chaines 
bydrophobes internes, Différences : hicouche « soudée » 
chez les archéobacténes, liaison « éther » et non «ester », 
acides gras ramifiés ete non saturés ». $tnicture rés nigidée à 
température ordinaire, mais souple sans déctructuration à 
température élevée. 


Cdié périplasmeque 


Ca je) 


Bicouche de | ñ Î ff ù 


phosphalice | L4} 


Membrane des Eubaciéries 


7. Aspects structuraux de CI. tetani 

LL. Suspension A: 1} spore terminale : 2} spore libre : 3) 
cellule vépétative = bactérie non sporulée, Suspension & : 4) 
bactérie non sporulée. 

1.2 Sporulation : division asymétrique par un septum trans- 
versal, séparation « préspore-sporange +. Synthèse de diver- 
ses enveloppes (paroi sporale, cortex, tunique interne et 
exteme, cxosporium) (voir chap Il, $ 2,9,2.1.). 


21 Spores à propriété de thermorésistance, due à la structure 
multimembranaire, à la déshydratation et à la présence de 
dipicolinats de calcium (voir chag, IT, $ 2.9.3. 1.1. 


2.2, Phénomènes de germinanon, La spore retrouve des 
conditions normales de croissance, une forme végétative 
réapparait laquelle reprend son cycle de division et donne une 
colonie après incubation (voir chap. IL & 2.9.4, 1. 


8. BE. subtilis 
1.1. à Pari. bi Membrane cytoplasmique. ch Cytoplasme. 


1.2 Pemidoglvcans (mucocomplexe ou muréine). Chaînes 
oligasidiques (acide N-acétylmuramique fl-8 N-acétylglu- 
cosarmne). Tétrapeptide lié à l'acide N-acérImuramique. 
Pontages intérchaînes par l'intermédiaire de ces tétrapeptides 
(uson directe ou par pepudes intermédiaires), Voir chap EL, 
5 2231 eufre. H-15. 

LI. Dégradation du peptidoglycane par rupture des liaisons 
B1-4. La première suspension, perdant sa paroi par des- 
truction du peptidoglycanc, se retrouve en milieu hypo- 
tonique (eau) ct, par phénomène d'osmose, gonfle (turges- 
cence} puis éclate (cytolysc). La seconde suspension, en 
milreu saccharosé, n'est pas lvsée car ke saccharose exté- 
rieur réalise l'équilibre osmotique avec le milieu intracellu- 
aire, Seule la forme bacillaire est perdue car la paroi à 
disparu. 

2.2. La cellule bactérienne perd sa paroi et prend une forme 
sphénque, le protoglaste. 

2.3. Rôle de résistance à la pression osmoique. 

LA, Cet antibiotique agit sur la biosymhèse de la parui 
(voir chap. Il, $ 225.) ét non sur sa structure. Activité 
bacténostanique sur les cellules en division qui ne peuvent 
synthétiser la nouvelle paroi pour chacune des deux cellules 
Gilles (voir chap. W, 6 4.321.) Le lysozvmé, pour s41 part, en 
détruisent la paroi provoque la cytolyse, effet bactéricice. 


Protéines mtaseques | 


— Protéines REVINEÉQUUES 


Membrane des fchéobachéries 


Cété miracellulæet 





9. Étude de l'action du lysozyme sur 
L. monocytogenes 


1. Phase 1 = phase de latence, nombre de hactéries 
constant, essentiellement phase d'adaptation enzymatique 
au milieu, Phase 2 = phase cxponenticile, augmentation du 
nombre de bactéries de manière exponentielle, LaN pro- 
portionnel au temps, phase de croissance la plus rapide 
CG minimum élu, maximum dans Les conditions utilisées 
= taux de croissance p,,,.). Phase 3 = phase stationnaire, 
N constant et maximum, autant de cellules qui meurent que 
de cellules qui apparaissent, milieu épuisé, Phase 4 = phase 
de déclin, N diminue, autolyse cellulaire (voir chap. DT, 
53.2). 


3 Courbe L:addiiondelysosvmeen phase exponentielle, 
luse cellulaire rapide et destrucuon totale dé la population. 
Courbe L': méme phénomène. 

4 L'action du lysozvme est indépendante de la phase de 
croissance. donc des conditions dans lesquelles se trouvent 
les cellules (milieu, division, etc). Cette enxymé agit sur une 
structure de la paroi, le peptidoglycane, vitale pour la cellule. 
En détruisant le peptidoglycane, la paroi est détruite et les cel- 
lules meurent par cyiolyse (effet bactéricide), 


10. Structure des salmonelles et rôle dans leur 
classification 


1.1. Schéma d'une cellule bactémenne sans capsule (voir 
chap. [L, fig. H-43. Compléter par un schéma détaillé de la 
paroi montrant le LPS, les porines, les lipoprotéines, la mem 
brane externe (voir chap. Il, fig. A-181. La seule différence 
entre les salmonelles se situe dans la nature des sucres du lipo- 
polyseccharide Get de la llagelline, 


1.2 Anbgènes somatiqués où antigènes À, nature des 
désonvoses au nivéau du LPS. Antigènes flagellures ou H, 
séquence des acides aminés constituants la Magelline (voir 
chap. IL $ 22.4.1.2 et 2.4.3.1.). 

LL. Suivi de l'évolution d'une infection au niveau ethnolo- 
dique et géographique afin de connaitre ses conditions 
d'apparition et d'évolution (voir chap, VIE $ 4.7.1. 

22. Classification par groupe selon la fréquence de certains 
antgènes ©, puis classification plus fine selon Les autres 
antigènes À et les anhgènes H (voir chap. Il, $ 2.2.4.1.2 et 


Le ' 


11. Éléments de structure cellulaire 


L  Ribosomes;: petites structures globulaires très denses 
aux électrons Cde 10 à 30 ami répandues dans tout le cyto- 
plasme, Appareil nucléaire : chromosome unique circulaire 
se présentant sous forme d'un filament circulaire très dense 
aux électrons, plus où moins torsadé. 


Ribosomes : responsables de la synthèse des protéines (tra- 
duction), Appareil nucléaire : responsable de la conservation 
et de Fatransimission du patnimoine génétique de laceilule à sa 
descendance, sert aussi de matrice pour la synthèse d'AEN. 
ZI. [n'est pas entouré d'une enveloppe nucléaire comme 
chez Les eucaryotts. 

ZL2 Circulaire, constitué d'ADK (voir Biochimie ét chap 11, 
Ë 2.5,2.1et de protéines basiques lui donnant une structure de 
type nuckéosome des eucaryotes (voir chap. IL $ 2.5.6.1.). 
23. Mode semi-conservauf {chaque brin parental sert de 
matrice à la synthèse d'un nouveau brin et forme avec lui né 
des molécules fillesi. Expénence de Meselson et Stahl (voir 
chap. IE, $ 25.5.) 

24, Ponte l'information génétique nécessaire à la cellule 
(enzymes, fonctions, régulations, caractères métaboll- 
ques...) Permet ls conservation intégrale de ce patrimoine ct 
Su transmission à la descendance lors de la division cellulaire, 


12. Étude structurale de &. subtilis 
LI. Présence dé spores imracellulaires. En 72heures, Le 
milieu s'est épuisé et les conditions de culture sonl devenues 
plus difficiles, ce qui a déclenché le phénomène de sponulation. 
12, Spore: membrané, paroi, cortex, tunique inteme et 
externe, cxopsorium (voir chap, Il, $ 2.9.1.) 


I 


Thermonésistance, résistance aux agents physico-chimiques 
(UV, X, ultrapressions), synthèses d'antibiotiques (voir 
chap. IE, $ 2.9.3.) 

1.3 Durant Les heures de culture, kes bactéries ont 
retrouvé des conditions idéales de croissance et se sont nor- 
malement développées. Le chauffage 10 minutes à 70 °C à 
activé la spore et déclenché le phénomène de germination qui 
redonne des cellules sous forme végétative aptes à se diviser 
voir chap. Il, $ Z44.1 


13. Structure comparée des bactéries à Gram 
positif et négatif 


1.1: Couche externe gélatino-muqueuse. 

1-2. Naure polyholosidique. 

1% Parce que cette capsule possède des spécificités antigé- 
viques différentes selon la nature des constituants (polyholo- 
sidiques pour $, pnénmtanie). 

14, Parce que cette structure leur permet dé résister à la pha- 
gOcyInEc. 

2.1. Photo a : Hoemaphilus influensee, parc stratfiée mince 
(de 6 à 15 nm) des Gram négauf. Photo b: Srremtacoccur 
pneumonie, paroi homogène plus épaisse (LS à 80 nm) des 
Gram positif. 

2-2, Noter la paroi, la membrane cytoplasmique et le cyto- 
plasme. 

213. Hasmoglilue ifluensoe (Gran méga}: peptidogly- 
cané. LPS, ipoprotéine, porines, Sremoceccus preunoniae 
(Gram positif}: peptidoglycane, acides téichoïques (voir 
chap. IL 5 22,3.1, 12,23, 


Chapitre 3 


Nutrition et croissance 
des bactéries et 
des champignons 


Une bactérie comme E. coli croit et se divisé en 
20 à 30 minutes pour donner naissance à deux 
bactéries qui hériteront, de la cellule mère, le 
même potentiel d'activité, les mêmes structures 
complexes et le même impérieux besoin de divi- 
SION. 

L'objectif de ce chapitre est d'étudier le mode 
de muluphéation des micro-organismes et, plus 
particulièrement, de rechercher dans quelles 
conditions la cellule bactérienne se forme, se 
développe, croît, vitet se reproduit, puis dépérit 
et meurt. Les connaissances acquises auront de 
larges applications dans tous les domaines de la 
bacténologie et de la microbiologie indus- 
trielle. 

La nutrition doit être satisfaite par deux types 
de substances (nutriments) que le micro-orga- 
nisme doit trouver dans son environnement (natu- 
rel ou milieu de culture} : les substances élémen- 
taires, c'est-à-dire les matériaux constitutifs de la 
cellule — carbonés, azotés, minéraux, ét les subs- 
tances énergétiques permettant à la cellule de réa- 
lhiser la synthèse de ses propres constituants. Pour 
étudier la nutrition, nous analyserons les besoins 
élémentaires et énergétiques nécessaires à la 
croissance des micro-organismes, de même que 
les facteurs physico-chimiques qui la condition- 
nent. La connaissance de ces besoins et de ces con- 
ditions conduit en pratique à la réalisation de cul- 
turés aux multiples variantes, 

La croissance peut être définie comme « un 
accroissement ordonné de tous les composants 


d'un organisme ». Chez les micro-organismes 
unicellulaires, elle aboutit non pas à une augmen- 
tation de tulle comme chez les organismes plur- 
cellulaires mais à une augmentation du nombre 
des cellules, L'évolution de la croissance est sul- 
vie en nulieu hiqude par l'augmentation de la 
masse vivante (biomasse). Elle peut être décom- 
posée en un certain nombre de phases définies par 
rapport à des paramètres, dits paramètres 
d'état : la vitesse spécifique maximale de crois- 
sance ou taux de croissance et le temps de géné- 
ration, 

Les micro-organismes se multiplient à partir des 
aliments ou nutriments présents dans les milieux 
de culture. [ls ont tous un certain nombre de 
besoins communs : nécessité d'eau, de source 
d'énergie, de source de carbone, de source d'azote 
et d'éléments minéraux. Ces besoins de base sont 
appelés besoins élémentaires. Beaucoup d'entre 
eux, dans ces conditions, peuvent croître et se 
muluphiér, Certains autres, pourtant, en sont inca- 
pables : un ou plusieurs constituants essentiels, 
nécessaires à la synthèse d'un composant indis- 
pensable à la vie cellulaire, leur font défaut. Ces 
constituants où métabolites essentiels doivent leur 
ètre fournis pour assurer leur développement. Ces 
besoins spécifiques sont appelés facteurs de 
Croissance, 

Selon la nature de ces besoins, on sera amené à 
définir des catégories de micro-organismes que 
l'on appelle des types trophiques (du grec 
trophus : nourriture). 


Il 


1. Besoins nutritifs 


1.1. Besoins élémentaires 


1.1.1. Source d'énergie 


Selon le type d'énergie utilisée, on peut recon- 
naître deux catégories de micro-organismes : 

— Les phototrophes, ou photosynthétiques, qui 
puisent leur énergie dans le rayonnement lumi- 
NEUx : 

- les chimiotrophes, ou chimiosynthétiques, 
qui utilisent l'énergie de l'oxydation de produits 
chimiques organiques où minéraux. 

La photosynthèse est le mode de vie caractéris- 
tique des végétaux, des algues bleu-vert et de quel- 
ques éspèces bacténennes. Dans chaque cas, grâce 
à l'énergie lumineuse, le processus conduit à la 
synthèse d'ATP aux dépens de l'ADP et du phos- 
phate inorganique. Les mécanismes sont pourtant 
distincts selon qu'il s'agit des végétaux ou des 
bactéries (voir chap. IV). 

La phototrophie bactérienne peut faire appel à 
des composés minéraux ou organiques commé 
source d'électrons. On parlera donc de bactéries 
photolithotrophes dans le premier cas, bactéries 
capables de se développer dans un milieu pure- 
ment minéral comme le font les végétaux : ce sont 
les bactéries sulfureuses pourpres (Thiorkhoda- 
ceae) ou vertes (Chiorobacteriaceae). Dans le 
second cas, il s'agira de bactéries photo-organo- 
trophes qui nécessitent des composés organiques 
comme sources d'électrons : telles sont les bacté- 
nes pourpres non sulfureuses (Arhiorhodaceae }, Il 
est habituel de procéder de la mème façon pour 
classer les bactéries chimiotrophes ou chimiosyn- 
thétiques. Elles puisent leur énergie à partir de 
composés minéraux ou organiques. Elles font 
appel, pour cela, à des composés « donneurs 
d'hydrogène ou d'électrons » et, corrélativement, 
à d'autres composés « accepteurs d'électrons ». 
En considérant la nature de ces substances, 1l est 
possible d'établir une classification parfaitement 
rationnelle : si le donneur d'électrons est un corps 
minéral, on parlera de bactérie chimiolithotro- 
phe ; s'il est organique, la bactérie est chimio- 


1[2 


organotrophe, La grande majorité des bactéries 
entre dans cette demière catégorie : bactéries 
pathogènes ou ayant un intérêt médical, bactéries 
de contamination alimentaire, bactéries utilisées 
dans l'industrie pour leur synthèse d'antibhioti- 
ques, dé vitamines, d'acides aminés, etc. Les bac- 
téries chimiolithotrophes forment un groupe plus 
restreint intervenant au cours des cycles de la 
matière vivante dans le sol et dans les eaux : bac- 
téries oxydant l'hydrogène (Hydrogenomonas). 
bacténes oxydant l'ammoniaque (Nirosomonas) 
ou les nitrites (Nirrobacrer), bactéries oxydant les 
composés réduits du soufre {Thivhacteriaceae, 
Thiohacillusk, etc. 

On appelle aussi paratrophes les bactéries 
intracellulaires comme les rickettsies et les chla- 
mydies qui tirent leur énergie de leur parasitisme 
obligatoire. 


1.1.2. Source de carbone 


Le carbone est l'élément constitutif essentiel de 
la cellule (50 % chez E. coli) et doit être fourmi en 
quantité suffisante. L'utilisation de milieux chi- 
miquement définis a permis de connaître les subs- 
tances qui peuvent servir de source de carbone. 

Ces exigences nutritionnelles conduisent à envi- 
sager deux grandes catégories de micro-organis- 
mes. Les uns, autotrophes, sont capables de se 
développer en milieu inorganique contenant le 
CO, comme seule source de carbone. Les autres, 
hétérotraphes, exigent au contraire des compo- 
sés organiques pour se reproduire. Cette distinc- 
tion, qui ne suffit pas à englober tous les types 
nutritionnels précédemment définis, reste tradi- 
ionnelle et utile, Le plus simple des composés 
carbonés est le dioxyde de carbone ou CG... Les 
bactéries photosynthétiques et la plupart des chi- 
nuolthotrophes peuvent l'utiliser comme seule 
source de carbone (autotrophes). Son rôle, bien 
moins évident, ést tout aussi important chez les 
hétérotrophes : son absence empêche la crois- 
sance de nombreuses espèces telles S, typhri, 
E. coli, Ps, aeruginosa, €. diphieriae, etc. Une 
atmosphère enrichie en CO: favorise celle de 


Brucella abortus. Le mécanisme de ce pouvoir sti- 
mulant n'est pas parfaitement clair ; le CO, serait 
nécessaire à la synthèse de certains métabolites 
essentiels, synthèse qui fait intervenir une réaction 
de carboxylation. En voici un exemple : 

CO, + CH;-CO0-CO0H = HOQC-CH,-CO-CO0H 


acide pyruviqué acide oxaloacétique 


Les hétérotrophes peuvent dégrader une 
immense variété de substances hydrocarbonées : 
les unes, des molécules simples comme l'alcool, 
l'acide acétique et l'acide lactique : d'autres, plus 
complexes, comme les sucres ou les polyholosi- 
des. 

Certains Pseudomonas par exémplé, peu éxi- 
geants, utilisent une grande variété de sucres 
comme unique source de carbone. D'autres espè- 
ces, au contraire, ont des exigences plus strictes et 
ne dégradent que certains composés carbonés : 
Micrococcus glvcinophilus nécessite, pour sa 
croissance, le seul glycocolle, et Ps, methanica le 
méthane ou le méthanol. 


1.1.3. Soufre et phosphore 


Parmi les constituants minéraux de la bactérie, 
le soufre et lé phosphore Hennent une placé de 
choix. Le premier est présent dans certains acides 
aminés et donc dans les protéines sous forme de 
groupements thiols (SH). Il est principalement 
incorporé sous forme de sulfate ou de composés 
soufrés organiques, rarement sous forme de souire 
réduit. Le second fait partie des acides nucléiques, 
de nombreuses coenzymes et de l'ATP. Il est 
incorporé dans la cellule sous forme de phosphate 
inorganique. 


1.1.4. Source d'azote 


Pour synthétiser leurs protéines, qui représen- 
tent environ 10 % de leur pds sec, les micro- 
organismes ont besoin de substances azotées. 
Quelques bacténes seulement sont capables de 
fixer l'azote sous sa forme la plus simple, c'est-à- 
dire l'azote moléculure, Tel est le cas des Rhizo- 
bium qui vivent en symbiose avec certaines légu- 
mineusés en leur permettant de fixer l'azote 
atmosphérique. De la mème façon, les lichens sont 
le résultat d'une symbiose algue-champignon et, 


parmi eux, quand l'algue est une cyanobacténie, 
elle est fixatrice d'azote (genres Nostac essentiel- 
lement}. La fixation d'azote moléculaire peut éga- 
lement être le fait de bactéries « libres » tels Les 
Azotobacrer et certains Clestridinum qui, de ce fait, 
contribuent à fertiliser le sol. 

D'autres composés inorganiques peuvent être 
utilisés : les nitrites par les Mitrobacter, les nitra- 
tes par de nombreux groupes (ils sont alors réduits 
en nitrites puis en ammoniums), lammomiac par 
certaines espèces, sous forme de sels d'ammo- 
nium (ilest alors assimilé vie l'acide glutamique)}. 

La source d'azote peut énfin être organique : 
avéc les groupements amines des composés orga- 
niques R-NH;, c'est soit Fammoniac qui est 
incorporé après désamination, soit le radical NH, 
par transaminalion. 


1.2. Autres éléments minéraux 


Certans de ces éléments jouent sans aucun 
doute un rüle dans l'équilibre physico-chimique 
de la cellule. Ce sont notamment le sodium, le 
potassium, le magnésium et le chlore. [ls sont sou- 
vent appelés microéléments (par opposition aux 
macroéléments précédents). 

D'autres, beaucoup plus nombreux, sont partie 
constituante d'une enzyme ou d'une coenzyme, 
tels le fer des cytochromes et le magnésium de la 
chlorophylle. Outre les éléments déjà cités, le cal- 
cium, le magnésium, le cobalt, le cuivre, le man- 
ganèse, le molybdène et le vanadium jouent le rüle 
de cofacteurs où d'activaieurs enzymatiques, On 
les appelle fréquemment des oligoéléments car ils 
sont indispensables en quantités mfimes, le plus 
souvent apportés sous forme de traces par les pro- 
uits chimiques qui servent à préparer les milieux 
de culture. Les Lacrobacillus, par exemple, exi- 
gent des ions Mn et Mg” pour se développer 
convenablement. 

Quelques-uns de ces rons sont exigés à dés taux 
définis pour l'élaboration d'une substance : la 
préduction de la toxiné diphtérnique ést optimale 
à la concentration de 0,14 mg-L”! de fer ; elle 
est pratiquement nulle lorsque celle-ci atteint 
0,5 me-L”!. Nous avons déjà appris que la ther- 
morésistance de la spore est sous la dépendance 
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étroite du calcium, la synthèse des antibiotiques 
exige des ions minéraux (la pénicilline demande 
du fer, du soufre, du phosphore, l'élaboration des 
pigments par les bactéries dites pigmentées est 
strictement régie par ces éléments (éellé, par 
exemple, de Serratia marcescens l'est par le fer et 
le magnésium). 


1.3. Besoins spécifiques : 
facteurs de croissance 


En complément de ces éléments de base, certar- 
nes bactéries exigent pour leur développement la 
présence de substances orgamques qu'elles sont 
incapables de synthétiser et qu'on appelle fac- 
teurs de croissance, 

La notion de facteur de croissance est à rappro- 
cher de celle de métabolites essentiels. Ces der- 
MÊTs Sont aussi des COMpOsés orgamques qui pro 
viennent d'une chaîne de biosynthése et qui sont 
strictement nécessaires au développement de la 
bactérie. [ls sont synthétisés par elle. Dans lé cas 
contraire, on doit les ui fournir par un apport 
extérieur : c'est alors qu'on parle de facteurs de 
croissance. 

En foncuon de ces besoins, on a l'habitude de 
classer les micro-organismes en deux catégories : 
les prototrophes qui ne nécessitent pas de fac- 
teurs de croissance, les éléments habituels déjà 
cités leur étant suffisants, et les auxotrophes qui 
les exigent, 

Un exemple simple nous permettra de mieux 
interpréter ces différences : dans un milieu con- 
tenant une source de carbone comme le glucose, 
une source d'azote et des sels minéraux, E. coli 
se dévelopné normalement : Pr, vulgaris, une 
autre entérobactérie, en est totalement incapable 
à moins qué l'on ajoute à ce mieu une fuble 
quantité de nicotinamide. Cette substance, indis- 
pensable aussi bien à E coli qu'à Pr. vulearts, 
est synihétisée chez la première et non chez la 
seconde. Le meotimamde est un mélabolite 
essentiel pour les deux espèces et un facteur de 
croissance pour le seul Proteus, Certains auxo. 
trophes n'exigent donc qu'un seul facteur de 
croissance. À l'opposé. d'autres en nécessitent 
untrès grand nombre : certains Lactebacilus ont 
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besoin que quelque 18 acides aminés leur soient 
fournis. 

Lés bactéries prototrophes, elles, sont capables 
de cultiver sur un milieu qu'on appelle milieu 
minimum, qui ne contient que les éléments essen- 
tiels fteb, HET). 


Tableau (1 - Exemple de composition d'un milieu mini- 


mum jen g-L°1 d'eau distillée). 
Glucose l | 
PO,HK; 10,5 l 
POH,K 3,5 
CINH, (1,5 
S0,M£,7 4,0 HAL] 
SO,Fe, 7 H,0 0,005 
CI,Na, 2 H,0 OLOS | 
Ci,Mn, 4 H,0 0,005 





1.3.1. Nature et propriétés 


Les facteurs de croissance englobent trois caté- 
gories de substances : les acides aminés, les bases 
puriques et pyrimidiques et les vitamines. Dans le 
fablecu HEZ, nous avons voulu rappeler les plus 
connus d'entre eux ainsi que les espèces bacté- 
néennes correspondantes. 

On devine que les acides aminés sont des Fac- 
leurs de croissance parcé qu'ils sont indispensa- 
bles à la synthèse des protéines. Les bases puri- 
ques et pyrimehiques font elles-mêmes parté dés 
acides nucléiques et sont ainsi nécessaires à leur 
élaboranon. Le rôle des vitamines, moins évident 
à première vue, est aujourd'hui parfaitement 
connu. Ce sont soit des coenzymes, soit des pré- 
curseurs de conzymés. Leur absence prrve la bac- 
térie de la fonction correspondante : le nicotina- 
nude est un des éléments de la molécule de 
NA D*, un des plus importants transporteurs 
d'électrons ; le PAB fait partie intégrante de 
l'acide foliqué, une vitamine du groupe B qui 
intervient sous forme de coenzyme dans la syn- 
thèse des acides nucléiques. 

Le prémier des caractères communs des facteurs 
de croissance est leur action à des concentrations 
infimes : elle est de l'ardre de 1 à 24 ug-L-! pour 
les vitamines, de 10 mg-L-! pour les bases puri- 


Tableau 12 - Principaux facteurs de croissance microbiens. 


Bases 
puriques 
ou pyri- 
iicliques 


gluamique 
Lys 
Arginene 
Troptophune 


Tyrosine 


B, - Thiamine 


B;, L Eibo- 
favine 


B5- Acide 
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constituants des | L. lanterne 
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raabrfar 
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B, - Pyridoxal 


L laciis 

L hic 
Evgierea 
gracillis 
Chr EN 


&,3 - Cobala 


mins 


PF - nicoi- 
nai che 


pyruliire- 
ché 


Ÿ pesirs 


ques et de 25 mg-L-! pour les acides aminés. 
Lorsqu'un facteur de croissance n'est présent 
qu'en faible quantité dans le milieu, 11 limite la 
croissance : on dit qu'il est un facteur limitant de 
la croissance (d'autres substrats, comme Île #lu- 
cose, peuvent aussi le devenir s'ils ne sont dispo- 
nibles qu'en faible quantité et que, de ce fait, ils 
limitent la croissance sans être pour autant des fac- 
teurs de croissance). 

Le second de leurs caractères est leur étroite spé- 
cificité., Reprenons l'exemple déjà cité du nicoti- 
namide. Le simple changement de position du 
groupement CO-NH,; sur le noyau benzénique ou 
son remplacement par un autre groupement pro- 
che COOH ou CH; lui enlève toute son activité. 

Un autre exemple, celui de l'acide para-amuno- 
benzoïque (PAB), conduit à une notion nouvelle, 
celle d'antimétabolite. Le PAB est un facteur de 
croissance pour certains mutants d'E. coli. Une 
autre substance de structure apparentée, le para- 
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aminobenzène sulfanylamide, mon seulement 
n'est plus un facteur de croissance pour la bactérie 
mais inhibe son développement, même en pré- 
sence de PAB. En raison de son analogie de struc- 
ture (analogue structural) fie. LEE. 1), il entre en 
compétition avec le PAB et empéche le dévelop- 
pement de cet E. coli, À de tels composés on 
donne le nom d'antimétabolites. 


1.3.2. Dosage microbiologique 


La croissance d'un micro-organisme exigeant 
un facteur donné peut être proportionnelle à la 
concentration de ce facteur. Ce rapport est rigou- 
reusement fixe dans certaines limites de concen- 
traton, Sa connaissance permet alors le dosage 
des facteurs de croissance par voie microbiolo- 
gique, À l'aide d'une solution de facteur de crois- 
sance de concentration connue, on réalise un éta- 
lonnage en suivant la croissance (turbidimétrie) 
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COOH SO; - NH; 


NH; NH; 


Fiqure (1 -Analogie structurale entre l'acide para- 
aminobenzoique (al et le para-aminobenrène sulfanyla- 
mice (E}. 


d'une souche test auxotrophe pour ce facteur. La 
zone de proportionnalité (zone utilisable) servira à 
déterminer la concentration d'une solution incon- 
nue. Cette technique peut être réalisée évalement 
en milieu solide à l'aide de disques préimprégnés, 
et l'on mesure alors le diamètre maximal de cul- 
ture fre {il 2 I. 


1.3.3. Phénomène de syntrophie 


Les besoins en facteur de croissance d'une 
espèce microbienne peuvent quelquefois être 
satisfaits par la présence d'une autre espèce qui 


Samétre 
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précisément synthétise ledit facteur. Ce phéno- 
mène d'interaction métabolique est connu sous le 
nom syntrophie (= repas avec}. Il est illustré par 
l'existence de colonies satellites qui, fréquem- 
ment, sur milieu solide comprenant un mélange de 
germes, viennént sc développer au voisinage 
d'une colonie productrice de vitamines 
(fig. MES) La propriété de syntrophie peut être 
utilisée dans un but diagnostique. Æ. influenzae 
nécessité, pour sa croissance, Les facteurs X et V : 
pour isoler cette bactérie d'un produit pathologi- 
que, on utilise un milieu qui contient le facteur X, 
le facteur V est produit par des Sraphylococcus qui 
sont cultivés en surface, D'autres relations peu- 
ventexister entre Les micro-organismes, Elles sont 
résumées dans le tableau T3, 


1.4. Facteurs physiques 


Les nutriments constitutifs ou énergétiques 
nécessaires à un micro-organisme pour son déve- 
loppement doivent lui être apportés dans certaines 
conditions d'environnement. Un certain nombre 
de facteurs physiques interviennent au cours de Fa 
nutrition. Ils peuvent l'empêcher, l'inhiber ou la 
favoriser, 
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Figure ILE - Dosage microbiologique des facteurs de croissance. 
a: droite de référence : b: dosage de ka vitemine B;; en milieu solide. 
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Figure 1.3 - Phénomène de satellitisme. 
Culture profonde en gélose gélatine ; grosse colonte : strepioco- 
que : patité colons : bhacils à Gram positif du genre Conmmebac- 
teriunr, micromérophile, x 5, 


1.4.1. Température 


Elle influence profondément la multiplication 
aussi bien que le métabolisme (action sur la 
vitesse des réactions chimiques et biochimiques). 
Selon la température optimale de développement, 


on distingue généralement trois catégories de 
micro-organismes : 

- les mésophiles (méso = médian), préférant 
une température moyenne comprise entre 2Ù et 
40 °C (optimum : 30-37 *C) ; 

= les psychrophiles (psychro = froid), dont la 
température optimale de croissance est située aux 
environs de 10 °C, mais qui peuvent se développer 
à O °C (voire en dessous pour les cryophiles) ; 

- les psychrotrophes, plus proches des méso- 
philes, ayant un optimum à 25 C mais pouvant 
s'adapter à Q °C ; 

— les thermophiles (thermo = chaud) qui se 
multiplient préférentiellement entre 45 et 55 °C : 

= les thermophiles extrêmes (ou hyperther- 
mophiles), ayant un optimum situé vers 70 °C : 

— les thermotrophes, qui se développent visi- 
blement aux environs de 50 °C mais plus nette- 
ment à la température moyenne de 30 °C. 

Cette classification n'a pas de limites strictes. Il 
peut exister des chevauchements d'un groupe à 
l'autre (ab. F4). 

La majorité des micro-organismes sont des 
mésophiles. Les champignons et les levures 
sont des psychrotrophes mésophiles mais certai- 
nes levures se développent à 45 °C et d'autres à 
1 °C (psychrophiles). Les bactéries pathogènes 
pour l'homme et l'animal, les flores bactériennes 
normales des cavités naturelles ou du revêtement 
cutanéomuqueux, les saprophytes de l'environ- 
nement impliqués dans les cycles de dégrada- 


Tableau 1.3 - Types d'interactions entre deux micro-organismes À et &. 


Prédation 

Parasitisme 

Compétition 

Amensalisme 

Neutralisme 

Syntrophie ou commensalisme 
Synergie où prHocoupération 
Symbiose ou mutualisme 


À: neuère : + : bénélique : - : néfaste. 


| B détruit A pour se développer 
| B se développe au détriment de À sans Le détruire 


4 et B s'inhibent par limitation de substrats 
B nuit à À, sans étre influencé d'aucune manière 
4 et B évoluent indépendamment 


B est bénéfique à À, sans être influencé 


| Act B profitent l'un à l'autre, sans obligation 


A et B ont besoin obligatoirement l’un de l'autre 





Tableau [11.4 - Classification des micro-organismes en fonction de leur température optimale de croissance. 


Thermophiles extrêmes 
Thermotrophes 


Thermophiles 
Mésophiles 
Psvchrotroghes 
FPsychrophiles 


tion de la matière vivante appartiennent aux 
mésophiles. 

Les thermophiles sont principalement rencontrés 
dans les genres Bacillus et Clostridium, Îs sont natu- 
réellement présents dans Les écosystèmes de l'eau, du 
sol, de l'air, mais aussi en milieu alimentaire comme 
les Aspergillus, Certains prolifèrent plus abondam- 
ment dans les biotopes qui leur sont favorables, par 
exemple les sources thermales. Ces facultés sont 
quelquefois exceptionnelles : ainsi en est-il de la 
découverte récente de bactéries vivant au fond de la 
mer, au contact de sources chaudes et supportant une 
température de 250°C sous une pressim de 
265 atmosphères (par exemple, Pvrodiction occul- 
tu) (iab. F5), Ces espèces ont donc en plus la 
particularité de résister à des pressions très fortes. On 
leur donne pour cela le qualificatif de barophiles. 

Les psvchrotrophes ou les psychrophiles sont 
très largement répandues dans les rulieux natu- 
rels. Ce sont principalement des bacilles à Gram 
négatif asporulés des genres Pseudomonas, Cyte- 
phaga, Flavabacterium, Acinetobacter et Aero- 





> 10°C 
35-50 °C 
> di °C 
30-37 °C 
20-25 °C 
s-10 °C 


z SOC 
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> 50°C 

40-43 °C 
35 °C 
20 °C 


moncs, [ls peuvent contaminer et altérer dange- 
reusement Îles produits biologiques (sang ou 
dérivés du sang) conservés à basse température, de 
mème que les aliments congelés qui perdent alors 
leur valeur marchande (Pseudomonas, Alcalige- 
nes, levures et moisissures}. 

Les conditions de température à respecter dans 
le domaine alimentaire (stockage, congélation- 
décongélation, etc.) pour éviter l'altération des 
produits revétent donc une grande importance, 
Cet aspect sera envisagé au chapitre V. 


1.4.2. pH 


L'action du pH se situe à trois niveaux : le 
milieu, la perméabilité membranaire et l'activité 
métabolique. En effet, la disponibilité de certains 
nutriments (ions métalliques notamment) peut 
être modifiée par l'équilibre ionique, la synthèse 
d'ATP dépend étroitement des pompes 1oniques 
(voir chap. I} et l'activité enzymatique est très 
sensible aux variations de pH 


Tableau {Il.5 - Température de croissance de quelques bactéries thermophiles en °C. 


Bacillus stearothermaphilus 
Bacillus caldolvricus 
Thermus thermophilis 


Eubactéries 


Archaéobactéries Methanothermus sociabilés 
Thermoproteus teneur 
Safolobus acidacaldarts 
Prrococcus furiesus 
Staphylotheres marins 


Pvradictiuon occultum 





À l'opposé des moisissures et des levures qui 
préfèrent pour leur développement un pH acide 
(pH 3 à 6) et se développent même, pour certai- 
nes espèces, à pH 1,5-2 (tel Se. bailii}, les bacté- 
nes, elles, se multiplient plutôt en milieu neutre 
(pH 6,5 à 7,5). Pour la plupart d'entre elles, ces 
limites sont assez larges : E. coli se multiplie à 
partir de pH44 jusqu'à pH. D'autres, au 
contraire ont une préférence marquée pour 
les milieux fortement acides ou basiques. 
T thicexvdans, qui présenté un pH opumal de 
croissance voisin de 2, est encore capable de se 
développer à pH 0, c'est-à-dire dans une solution 
normale d'acide sulfurique. Cette tolérance 
exceptionnelle est souvent rencontrée avec les 
moisissures (fourchette de 1,5-3,5 à 8-11}. Les 
Lactehacillus exigent aussi un pH relativement 
bas, voisin de 6. Tous ces germes sont appelés 
acidophiles. Les Vibrie se reproduisent au pH 
optimal de 9. Cette propriété est mise à profit 
pour leur isolement sélectif à partir des milieux 
fortement contaminés comme les matières féca- 
les ou les eaux résiduaires. On les appelle des 
basophiles ou alcalophiles. 

Les milieux de culture usuels sont générale- 
ment aptes au démarrage de la croissance d'une 
bactérie donnée, mas lé développement optimal 
de celle-ci est le plus souvent entravé par les 
medihcanons chimiques qui résultent de la 
dégradation du substrat et qui produisent des aci- 
difications ou des alcalinisations importantes. 
Pour éviter ces brusques variations dans la con- 
centration en ions hydrogènes, on a recours à des 
solutions lampons où à des carbonates alcalins 
insolubles. Les tampons phosphates (K,HPQ, et 
KH;,PG,) sont les plus utilisés parce qu'ils per- 
rmellent de couvrir une large zone dé pH autour 
de la neutralité, Les curbonatés alcalins sous 
forme de craie en poudre où de morceaux de mar- 
bre conviennent à un grand nombre de milieux. 
Ils neutralisent les métabolites acides en les 
transformant en sels de calcium. 

Dans l'industrie agroalimentaire, on veillera 
aussi de très prés aux variations de pH pouvant 
favoriser telle ou telle souche et, ainsi, provoquer 
l'aliération des aliments (voir chap, VI 


1.4.3. Oxygène 


C'est surtout vis-à-vis de l'oxygène que les exi- 
gences gazeuses des micro-organismes sont 
précises : certains sont aérobies stricts, exigeant 
l'oxveène bre pour leur développement : 
d'autres, anaérobies stricts, ne peuvent se multi- 
plier qu'en l'absence d'oxygène hbré (ne possé- 
dant ni catalase, ni superoxydédismutase ils sont 
incapables d'éliminer les deux produits d'oxyda- 
tion que sont l'eau oxygénée et l'ion superoxyde 
qui sont toxiques pour la cellule} : d'autres encore 
sont aéro-anaérobies ou anaérobies facultatifs, 
capables de croître avec ou sans oxygèné libre ; 
d’autres enfin, les microaérophiles, ne se repro- 
duisent qu'en présence d'une faible tension 
d'oxygène. 

La fyure HI montre comment ces quatre 
types respiratoires peuvent être différenciés chez 
les bactéries, 

On peut les mettre en évidence par ensemence- 
ment d'un milieu gélosé solide, en tube fin et pro- 
fond dans lequel l'oxygène n'est présent qu'en 
surface, et sur une zone étroite d'environ | ém. 
Les aérobies stnicts culuvent seulement en sur- 
face, les anaérobies sricts dans le fond, les aéro- 
anaérobies sur toute la hauteur et les microaéro- 
philes dans une zone intermédiaire. On parle aussi 
de micro-organismes aérophiles pour désigner 
certains germes qui se développent, de préférence 
et avec une particulière intensité, à la surface des 
milieux liquides en formant un voile. 

La culture des micro-organismes aérobies ne 
présente pas de difficulté puisqu'elle est réalisée à 
l'air Hbre, Celle des anaérobics nécessite des pré- 
cautions spéciales. Les méthodes en usage (qui 
seront évoquées au $ 423.) font intervenir l'une 
des particularités suivantes : 

— l'absence d'oxygène libre dans la Zone pro- 
fonde d'un muheu sohde : 

— l'addition de réducteurs à des milieux liqui- 
des : 

— l'élimination de l'oxygène du récipient où les 
milieux de culture sont déposés. 

Les champignons sont, comme les algues, les 
plantes ét les animaux, aérobiés. Certaines levures 
cependant peuvent vivre sans d'oxygène et réali- 
sent alors une fermentation. Des champignons 
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Figure ll.4 - Les types respiratoires des bactéries. 

a: bactérie agro-anaérobe : bb: bactérie anaérobis stricte ; 
c : bacténe sérobie stricte ; d': bacténe micro-aéroohile, 


filamenteux comme Pe. roguefortii sont aérobies 
mais supportent des teneurs fables en oxygène. 

Les bactéries, elles, sont représentées dans tou- 
Les les catévones. 


1.4.4. Pressions 


1.4.4.7, Pression mécanique 

La résistance des micro-organismes à la pres- 
sion peut être spectaculaire, Les espèces barophi- 
les supportent des fortes pressions (jusqu'à plus de 
1 OU) bars pour certaines comme Str. faecalis). 


Il 


1.442, Pression osmotique 


La plupart des bactéries sont pratiquement 
insensibles aux variations de pression osmotique. 
Elles sont protégées par leur paroi ngide. Cette 
paroi, lorsqu'elle est détruite par exemple par le 
lysozyme, libère les fragiles protoplastes : la pres- 
sion intérieure de ces cellules est élevée ; elle doit 
être équilibrée par une pression exténeure égale, 
comme celle que peut fournir une solution de sac- 
charose à 20 %, sinon les protoplastes éclatent. 

Cette indifférence relative de la plupart des 
micro-organismes vis-à-vis de la pression osmo- 
tique n'est pas partagée par de nombreuses bacté- 
nes marines adaptées à un milieu contenant 
35 o.L"! de chlorure de sodium. 

Selon leur sensibilité à la pression osmotique on 
distingue : 

- les non-halophiles : croissance en milieu de 
concentration en NaCl inférieure à 0,2 M (entéro- 
bacténes, Pseudomenas...}: 

— les halophiles, nécessitant des concentra- 
tions de 0,2 M.L-! pour les moins halophiles 
(Ps. marina) à 5,2 M.L-! pour les halophiles 
extrêmes (Halococcus morrhueae, Halobacte- 
run salinarium) : 

— les halotolérants comme Sraphylococcus, 
certaines levures et moisissures, certains lactoba- 
cilles, 

Le comportement des micro-organismes vis-à- 
vis de la pressron osmotique est donc à considérer 
de très près, non seulement afin de pouvoir les cul- 
uiver, mas aussi dans le domaine des industries 
agroalimentaires, pour la mise au point de procé- 
dés permettant d'éviter la dégradation des pro- 
duits et leur contamination (voir chap. Vi. 


1.4.5. Humidité : Aw 


L'eau est utilisée de deux manières par les 
micro-organismes : comme solvant des nutri- 
ments, permettant ainsi leur transport et leur dis- 
pombilité, et comme agent chimique des réactions 
d'hydrolyse. 

La quantité d'eau disponible peut être chiffrée. 
On uulise généralement l'« activité de l'eau » ou 
Aw (activity of water] comme moyen d'expres- 
sion quantitative de l'eau disponible. Elle est défi- 


nie comme étant le rapport de la pression de 
vapeur saturante du milieu (solution, aliment, 
milieu de culture.) à la pression de vapeur satu- 
rante de l'eau pure à la même température 
(Aw= p'pj). Ce rapport, inférieur ou égal à 1 
{1 correspond à la saturation en eau), peut être 
assimilé à l'humidité relative du muhéu, Ainsi, 
dans une solution fortement osmotique, donc à 
proportion de soluté importante par rapport au sol- 
vant, l'Aw sera faible. Dans un aliment sec, con- 
tenant très peu d'eau (extrudé par exemple), ce 
sera également le cas. Le tableau 1116 donne 
quelques valeurs d'Aw pour des solutions de Na] 
et de saccharose. 

Les micro-organismes exigent un certain seuil 
d'humidité. En réponse à un Aw faible, ils réagi- 
ront en ralentissant leur croissance, En effet une 
diminution d’Aw entraîne une plasmolyse cellu- 
laire et donc une baisse de l'activité enzymatique. 
Aansi St aureus voit son taux de croissance réduit 


Tableau LE - Valeurs d'Aw pour quelques solutions de 
NaCl et de saccharose. 
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0,6 | 701 25 | 

| 0,94 | 1,34 93 | 

| (1,92 | 13.50 | 20 | 
| 090 | 16,50 144 
| 0,85 | 23,60 208 





de 10% pour un Aw de 0,9. Le rableau HE 7 
donne quelques exemples de minima d'Aw, 

Certains micro-organismes sont capables de 
s'adapter, tels Micrococcus, Sarcina où Sraphylo- 
CÉCCHX. 

Ainsi, la disponibilité de l'eau est un facteur de 
réussite de la culture des micro-organismes et 
devra être prise en considération dans la confec- 
tion des milieux de culture (voir & 4.1.2). De 
mème, le degré d'humidité des produits alimen- 
taires aura une grande influence sur leur conser- 
vation et sur l'utilisation de techniques permettant 
d'éviter toute contamination du produit (produits 
déshydratés, lyophilisés, etc., voir chap. V). Les 
espèces xérophiles résistent à la dessiccation rela- 
tive du milieu et poussent dans des conditions ari- 
des. 


Tableau (LT - Aw de quelques micro-organismes et ali- 
ments. 


Fr 


Acinerobereier CE, 49h 
CL botnlémumt (097 
Fe. flucrescens (0,887) 
E. coût (0,941 
Solmorella sp (0,951 


St, ourrerns (OLK6} 
Bactéries halophiles (0,741 


Viandes (0,99) 
Baïsin (03E6 1} 
Pommes (SE) 
Cerises (OOTT) 
Confure (073-0180 
Céréales [< 0,70 
Chocolat de C6 


Se cereviiecre (080-0164) 
Levures haloghiles (0,62) 
Farserriane (0,541) 

Mur (EL CR C1 
Aspergélhs fans (O,78) 





2. Multiplication des bactéries et des champignons 


2.1. Multiplication bactérienne 


L'accomplissement du cycle de réplication du 
chromosome bactérien (voir chap. Il) est immédia- 
tement suivi par la division cellulaire lors de laquelle 
se forme un septum transversal de division. Il s'agit 
d'abord d'un allongement de la cellule suivi, à partir 
de la pénphéne, d'une synthèse concomutante de 
membrane et de paroi (/26. 71.5) aboutissant à un 


ensemble « membrane-paroi » interne, le septum 
(tie. T6), séparant ainsi les deux cellules filles. 
Celles-ci se séparent ou non (chaïnettes de cacci 
fie. HET}, diplocogues, diplobacilles : voir 
chap. I) mais présentent de toute façon une mor- 
phologie, une structure, des propriétés physico-chr- 
miques et physiologiques totalement identiques à la 
cellule mère. Le processus dure environ une ving- 
taine de minutes chez E coli. 





Figure 1.5 - Division chez Bacillus subtilis. 
a, b, c, trois stades de la division « 16 000, 





Figure 11.6 - Début de division chez Bacillus subtilis, 
* 40 000, Septum en formation Photo purée avec l'aimable autorisation de Mme Ayter, institut Pasteur). 
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Figure NL - Streptocoques en division. 
Remarquér que le plan dé division reste parallèle à lui-même, cé 
qui explique la foemation de chainettes, 


Si nous partons donc d'une cellule unique, on 
aboutit à deux cellules filles qui vont chacune don- 
ner à leur tour deux autres cellules au cycle suivant 
et ainsi de suite. [s"agit donc là d'une progression 
géométrique : 

1248 - 16, etc. 

Le temps nécessaire à une bactérie pour se divi- 
ser, difficilement déterminable, peut donc se 
matérialiser par le temps nécessaire au double- 


ment du nombre de cellules (doublement de papu- 
lation) ou de la biomasse : on le nomme temps de 
génération et on le note G. Il est caractéristique 
de l'espèce bactérienne considérée et dans les con- 
ditions optimales de croissance, il est d'environ : 
10 minutes pour V. parahaemolytious ; 

20 minutes pour E colt : 

100 minutes pour L acidophilus : 

1 O0 minutes pour M. tuberculasis. 

On définit de même le nombre de divisions (ce 
générations) par unité de temps qui est donc égal à 
l'inverse du temps de génération, soit 1/G. Pour 
les exemples donnés précédemment, 1l est égal à 
(en h°!} : 

6 pour V parahaemelvticus ; 
= À pour E coli ; 

— Ù,6 pour L. acidophilres : 
0,06 pour M tuberculosts. 

Dans une population microbienne, toutes les 
cellules ne se divisent pas au même rythme ni pré- 
sentent un synchronisme parfait, La croissance ne 
s'effectue pas « par paliers » mais, au contraire, de 
façon continue (fig. LLS), On est en présence de 
croissances asynchrones et l'exploitation des 
courbes de croissance va s'en trouver compliquée. 
Les méthodes de mesure permettant de quantifier 
la croissance vont donc revêtir une grande impor- 
tance, Selon le cas, on déterminera le nombre de 
cellules, la biomasse où éventuellement l'évolu- 
tion des métabolites (substrats, produits, consti- 
Luants cellulaires). 


2.9. Multiplication des levures 


La reproduction végétative des levures se 
déroule généralement par bourgeonnement. 
Dans certaines conditions, une reproduction 
sexuée peut être induite avec établissement d'un 
cycle sporal. 


2.2.1. Multiplication 
végétative asexuée 
À l'exception de quelques genres, les hour- 
geons (blastospores apparaissent dans des zones à 
proximité des extrémités des grands axes des cel- 
lules (fig. 1! Ua). Certaines espèces de levures 
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Figure 111.9 - Reproduction d'une levure. 
a: multiplication végétatiue asexuée : b:cycle sexué. 
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sphériques sont caractérisées par un bourgeonne- 
ment multilatéral, Il ne se produit pas deux 
bourgeonnements au même site (exception faite 
du bourgeonnement bipolaire). Dans des condi- 
tions favorables, le temps de génération de 
Se, cereviseae est de 1,5 à 2 heures, une cellule 
peut former environ 4 bourgeons. 


2.2.2. Reproduction sexuée 


Lorsque le milieu devient défavorable, les levu- 
res cessent de se multiplier par bourgeonnement et 
sporulent. 

Les levures sont des eucaryotes diploïdes et donc 
présentent les caractéristiques de la division mito- 
tique. Seule la membrane nucléaire persiste, ce qui 
aboutit à la formation d'une structure quadrilobée, 
l'asque, contenant 4 ascospores (fie. 9) 
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Les ascospores sont de deux types a ou tt, cha- 
cun d'entre eux, après hbération de l'asque, pou- 
vant sc développer en cellule haploide par bour- 
geonnement. 

L'accouplement d'une cellule a avec une cellule 
conduit à la formation par fusion d'un zygote, 
cellule diploïde a cœ, qui peut à son tour se multi- 
plier par bourgeonnement ou sporuler. Chez 
Se. cereviseae, la formation du zygote demande 
de 6 à 8 heures et elle est spontanée sur milieu 
riche. Par contre, elle ne se produit qu'en carence 
azotée chez Schizosaccharomvcees pombe. 

Plusieurs facteurs influent sur la sporulation : 

— l'hétérothallisme ; la sporulation n'a lieu que 
s'il y a réunion de types sexués opposés (« a 0») : 

- la composition du milieu : ainsi $c cerevi- 
seae a besoin d'une source de carbone non fer- 
mentescible et d'une concentration limitante en 
azote (milieu de Mac Clary) ; 

= la diminution de l'oxygène dissous : 

- la température : la plupart des espèces sont 
sporogènes entre 18 et 25 °C, 

Certaines espèces (telle Ca alhicans) sont 
caractérisées par la formation de chlamydospores 
intercalaires ou terminales (ce sont des structures 
remplies de protoplasme et emtourées d'une paroi 
épaisse). 


92.3. Multiplication 
des moisissures 


La multiplication végétative des champignons 
mulucellulaires ést caractérisée par le phénomène 
d'« envahissement » que l'on peut observer 
macroscopiquement ; par exemple lorsque l'on 
abandonne un morceau de pain humide, il se 
forme alors en surface des couches circulaires de 
moisissure, Elles apparaissent à la suite du dépot 
d'une spore transportée par l'air, D'autre part, 1l 
existe aussi une reproduction sexuée également 
par l'intermédiaire de spores. Enfin, la survie peut 
être encore assurée par lés chlamydospores, 


2.3.1. Cycle asexué 


La structure végétative ramifiée, le mycélium, 
est obtenue à partir d'une spore par bourgeonne- 


ment dans toutes les directions qui donne des fila- 
ments ramifiés ou hyphes (fg. LE l'Üa}, La crois- 
sance hyphale est strictement apicale. Elle se 
réalise par lyse de la paroi amicale suivie de syn- 
thèse dé matériel nouveau, Pour cela, l'apex est 
enrichi en vésicules, souvent dérivées de l'appa- 
reil de Golgi et du réticulum, qui apportent les 
enzymes nécessairés, Si ces apports sont trop 
importants (milieu riche), Fhyphe se ramifie, des 
ramifications latérales apparaissent à quelques 
chizaimes où centaines de mucromètres de l'apex, 
C'est ce phénomène qui conduit à lenvahisse- 
ment observé macroscopiquéemént ét qui peut 
atteindre $ cm par jour chez le Rhicopus. 

Lorsque le mycélium s'est développé, 1lélabore 
des rammfcations plus rigides et spécialisées, les 
sporophores, qui vont élaborer des spores par 
division du noyau cellulare, Ces sporés naissent à 
l'extrémité et sé chsposent en longues chaînes 
(conidies des Penicillium) ou sont enfermées dans 
une sorte de sac, le sporange (sporangiospores des 
Rhizapus), À maturité, disséminées par le vent, Les 
contdies et les sporangiospores, si elles tombent 
sur un substrat favorable, germent et forment un 
nouveau mycélium, L'aspect et la structure des 
sporophores sont trés vanables et 1ls constituent 
une des bases de la classification des moisissures. 
Ils donnent notamment l'aspect et la couleur 
caractéristiques de l'envahissement des cultures : 
blanc, bleu, vert, rouge, marron ou nor. 

Ce cycle est trés rapide. On a pu calculer qu'une 
seule spore germant à 25°C pouvait produire 
100 000 spores dès le deuxième jour et 12 millions 
24 heures après | 


2.3.2. Cycle sexué 


Certaines moisissures sont aples à produire des 
organes de reproduction sexuée (fig. I 10b) 
Nous nous limiterons à l'exemple des ascomycètes. 
À la suite de la méiose, le mycélium élabore des 
structures porteuses de gamètes constituées de deux 
entités : une anthéridie, porteuse des noyaux « + », 
et un ascogone, contenant des noyaux « —», Les 
noyaux des deux types s’apparient dans l'ascogone 
mais né fusionnent pas. Des hyphes se développent 
à partir de chaque ascogone fertilisé et les paires de 
noyaux y subissent la mitose, Finalement, les 
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Fiqure 1.10 - Reproduction d'une moisissure, 
a: cycle asecué ;: b: cycle sacué. 


novaux fusionnent à l'extrémité des hyphes (carvo- 
gamie). C'est la seule étape diploïde du cycle. 
Enauite, les novaux diploïdes subissent une méiose 
et donnent naissance à 8 noyaux haploïdes, chacun 
se développant dans uné ascospore et donnant ainsi 
un asque à l'extrémité de l'hyphe. Simultanément, 
les asques sont « enfermés » par des hyphes et ainsi 
protégés dans ce que l'on appelle un ascocarpe 
(fructhfcahon), Les ascospores germeéront ulténeu- 
rement pour donner un mycélium binucléé ou mul- 
tinucléé et le cycle reprend. 

La croissance est définie comme l'accroisse- 
ment ordonné de tous les composants d'un orga- 
msme, Chez les organismes pluricellulares, elle 





conduit à une augmentation de taille ou de masse. 
Chez les micro-organismes unicellulaires (bacté- 
nes, levures}, elle aboutit à une augmentation du 
nombre d'individus (division cellulaire). Cet 
accroissement est donc synonyme de multiplica- 
tion, puisque toutes les 20 minutes environ, une 
bactérie peut démnér naissance à deux nouvelles 
bactéries Parallèlement, cette croissance se traduit 
par un appauvrssement du milieu en substrats 
Catabolisables et par un enrichissement en divers 
mélabolites, Les modifications induites les plus 
notables concement le pH, le potentiel d'oxvdo- 
réduction, la conductivité, la pression osmotique, 
la tension superficielle et la viscosité. 


3. Croissance d'une population bactérienne 


3.1. Techniques d'étude 
de la croissance 


Sur un milieu solide, ensemencé en surface, une 
cellule bacténmenne donné naissance en 24 heures 


Il 


à une colonie. En étalant une suspension de 
volume connu et en dénombrant les colonies, on 
peut déduire ke nombre de bactéries présentes ini- 
tialement. Cette méthode ne permet pourtant pas 
l'étude cinétique de la croissance, C'est la raison 


pour laquelle on a recours habituellement aux 
milieux liquides, Les techniques de mesure de la 
croissance sont fondées sur l'évolution du nombre 
de microbes ou de leur masse par unité de volume 
ou de poids du milieu. Il faut immédiatement 
remarquer que ces deux grandeurs sont difficile- 
ment comparables, En effet, l'augmentation du 
nombre de microbes est un phénomène discon- 
tinu, tandis que l'accroissement de la masse est un 
processus continu en fonction du temps. 

Cette distinction est surtout valable dans le cas 
de la croissance synchrone, situation exception 
nelle, lorsque toutes les cellules de la population 
considérée se divisent en même temps. Dans les 
conditions normales, au contraire, les cycles de 
croissance pour chacune des cellules de la popu- 
lation se font au hasard et sont totalement asyn- 
chrones, Les deux valeurs (nombre et masse) pro- 
gressant alors de façon parallèle peuvent être 
considérées comme statistiquement équivalentes. 


3,1.1. Mesure du nombre de cellules 


3.1.1.1. Lecture au microscope 


La méthode est pratiquée couramment pour les 
microbes de grande taille (plusieurs micromètres) 
comme les levures, On utilise un hématimètre 
{cellule de Thoma, de Malassez). 

Avec les bactéries de petite taille, on utilise des 
grossissements ès forts, ce qui réduit notable- 
ment la profondeur et le diamètre du champ. Pour 
pallier cet inconvénient, on peut se servir de la cel- 
lule de Petrof-Hausser qui diffère de l'hématimé- 
tre par une profondeur de la cuvette dix fois plus 
faible, Cependant, on a recours le plus souvent à la 
technique de Breed qui consiste à étaler un volume 
connu (01 mL généralement) de la suspension 
bactérienne sur une aire de 1 em” à la surface 
d'une lame porte-objet. Après séchage, fixation et 
coloration, les bacténes sont complées dans plu- 
sieurs champs microscopiques dont on à, au préa- 
lable, mesuré le diamètre à l'aide d'un micromètre 
objectif. 

Ceci n'est possible que dans la mesure où l'on a 
affaire à des cellules bien individualisées, mais se 
révélera impossible en présence d'agrégats ou 
d'espèces filamenteuses. De plus, la mobilité de 


certaines espèces peut représenter un facteur 
important d'erreurs de dénombrement. 11 faudra 
donc veiller à les fixer préalablement (par exem- 
ple dans une solution de formaldéhyde à 2 %). 


3.1.1.2. Compteur de particules 


Cet appareil réalise automatiquement le dénom- 
brement des particules ou des cellules en suspén- 
sion dans une solution d'électrolytes (fig. FL À F1. 
Le dispositif de mesure est constitué par un tube 
cylindrique percé d'un micro-orifice de part et 
d'autre duquel sont disposées deux électrodes 
reliées à un générateur de courant électrique. 
Lorsqu'une cellule traverse l'onfice, elle déplace 
un volume de solution conductrice égal à son pro- 
pre volume, produisant une augmentation 
momentanée de la résistance. Au-dessus d'un cer- 
tain seuil, cette résistance se traduit par une impul- 
sion qui est enregistrée par un compteur électro- 
nique. Ce procédé présente l'inconvénient de 
compter indistinctément cellules et particules 
inertcs de même taille. 

La cytométrie de flux permet aussi de dénom- 
brer les cellules après coloration par un fluoro- 





Figure 11.11 - Compteur de particules, 
Photo publiée avec l'autorention de Couftranics France 5.À.). 
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chrome : les cellules entraïînées dans une veine 
liquide passent devant un détecteur UV qui capte 
la fluorescence émise par chaque microbe et four- 
nit un histogramme dés réponses. 

Comme la précédente, ces méthodes ne font pas 
la distinction entre cellules mortes et cellules via- 
bles. 


3.1.1.3 Etifluorescence 


Les bactéries sont colorées par un fluorochrome 
comme l'orangé d'acridine, puis examinées en 
lunuère ultravioletté. On peut théoriquement 
compter sélectivement les bactéries vivantes qui 
sont fluorescentes dans le vert (ADN double brin 
apparié} et les bacténes montés dont la fluores- 
cence rouge résulte de la combinaison du fluoro- 
chrome avec l'ADN dénaturé. Ce procédé sédui- 
sant est cependant d'interprétation délicate, En 
effet, chez les bactéries vivantes, l'ouverture de la 
double chaîne nucléotidique lors de la réplication 
induit aussi une fluorescence rouge. Par ailleurs, 
cette méthode ne permet pas d'évaluer les popu- 
lations inférieures à 10° levures par millilitre ou 
1 bactéries par millilitre. Enfin, nécessitant des 
cellules bien séparées, ce procédé est inapplicable 
aux micro-organismes formant des chaïînettes ou 
un mycélium. On peut rendre la méthode plus 
sélective en utilisant des anticorps marqués par un 
fluorochrome et en pratiquant l'immunofluores- 
CÉTÉE. 


3.7.1.4. Dénombrement après culture 


Le dénombrement des microbes viables est une 
méthode communément utilisée. Plusieurs moda- 
liés techniques peuvent être proposées. La plus 
habituelle est la culture en boîte de Pétri 
ire. HET2) Un volume fixe de là suspension 
brute ou des dilutions est étalé à la surface d'un 
milieu gélosé où incorporé au milieu avant sa soli- 
dification. Après incubation à une température 
convenable, le nombre de colomes apparues cor- 
respond au nombre de cellules microbiennes pré- 
sentes dans le volume analysé de la suspension. 
Pour donner à la méthode le maximum de garantie 
et de précision, la suspension doit être rendue 
rigoureusement homogène soit par agitation 
mécanique, soit par un passage bref dans une cuve 
à ultrasons, La technique doit être parfaitement 


IR 


exécutée et l'analyse faite en tniple exemplaire. Le 
nombre dé colonies retenu après lecture des boîtes 
dévra être compnis entre 30 et 30). Il faut remar- 
quer que les chaînettes, les amas ou les agglomé- 
rats microbiens ne donnent qu'une seule colonie. 
C'est pourquor on doit exprimer les résultats non 
pas en nombre de cellules mais en unités formant 
colonies (UFC). 

On peut aussi estimer le nombre de microbes 
viables dans une culture par inoculation de quan- 
utés fixes de la suspension initiale et de ses dilu- 
tions en milieu liquide. Le tube qui donnera une 
culture après incubation contiendra au moins 
1 bactérie viable. En inoculant ainsi 3, $ ou même 
10 tubes par dilution, on augmente la précision 
des résultats qui sont fournis par des tables statis- 
tiques (tables de Mac Cradv). Le nombre de cul- 
tures positives considérées dans 3 dilutions suc- 
cessives donne le nombre le plus probable 
{NPP} de micro-organismes viables présents dans 
la culture initiale. La précision obtenue dans ces 
conditions ést néticment inférieure à la précé- 
dente. 

La méthode par filtration sur membrane est 
aussi très classique dans le cas d'études spéciales 
{colimétrie dans les eaux, etc.). Elle consiste à 
filtrer un volume déterminé d'une suspension sur 
une membrane filtrante en cellulose qui est 
ensuite déposée sur un milieu convenable. Elle a 
l'avantage de concentrer les bactéries présentes 
en faible quantité dans un milieu, Dans les con- 
ditions habituelles (étude de la croissance), elle 
introduit nécessairement une cause d'erreur par 
défaut. 

Enfin, pour rendre plus rapide l'analyse et 
dénombrer les cellules viables sans attendre 
qu'elles forment de véntables colonies visibles, 1l 
est possible, selon la technique de Postgate, 
d'incorporer la suspension bactérienne sur une 
très mince couche de gélose, coulée sur une lame 
de verre puis recouverte d'uné lamelle transpa- 
rente. Après quelques heures d'incubation seule- 
ment, Les cellules viables donneront naissance à 
des mérocolonies faciles à observer en microsco- 
pie à comraste de phase. Les cellules mortes res- 
teront isolées, Une autre variante est la technique 
de la lame immergée, utilisée surtout lors du 
dénombrement des germes urinaires. 
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Fioure 1112 - Cénombrement des bactéries par & méthode des dilutions. 


1. L'échantillon est dilué de 10 em 10 ; #, 1 ml de chacune des dilutions est incorporé en milieu gélosé solide at soigneusement 
homogénéisé ; 3. Après incubation au temps et à la température comvanable on procède au dénombrement, en choisissant de préfé- 


rence la boîte qui contient entre 30 6t 400 colonies. 


3.1.2. Mesure de la biomasse 


3.1.2.1. Détermination du poids sec 

Mesure de base, la détermination du poids sec 
permet celle de paramètres spécifiques (vitesse de 
croissance, taux de production de métabélite). 

Les micro-organismes sont récoltés par centrifu- 
gation ou par filtration sur membrane (en général 
porosité de 1 à 5 um). Après un lavage soigneux à 
l'aide d'un tampon approprié (en général solution 
saline à 0,9 % de NaCT), le culot ou Le filtre est des- 
séché à 100-110 °C, Après refroidissement à tem- 
pérature ambiante en atmosphère sèche, 1l est 
ensuite pesé. Le poids est exprimé généralement en 
grammes de matière sèche par litre, La mesure du 
poids sec totalise toute la masse cellulaire, vivante 
etmorte. Malgré la simplicité apparente, la techni- 
que est délicate à mettre en œuvre car les opéra- 
tions de lavage et de dessiccation, notamment, peu- 
vent conduire à des pertes de 5 à 10 % de matière 


cellulaire : de plus, un étalonnage est indispensable 
pour chaque espèce dénombrée. 


NRA 

C'est le procédé le plus simple, le plus rapide et 
actuellement le plus utilisé pour évaluer la masse 
microbienne. Il s'agit d'une méthode optique 
générale, appelée turbidimétrie, fondée sur la 
propriété que présente toute suspension de diffrac- 
ter une partie de l'intensité d'un faisceau de 
lumière qui la traverse en ligne droite. Elle mesure 
le pourcentage de lumière transmise (concentra- 
tion où épaisseur du milieu trouble) par rapport à 
l'intensité du faisceau de lumière incidente (lo). 
Par définition, log (lo/l} représente l'absorbance 
(A). En négligeant l'intensité de lumière réfléchie 
et diffusée, on peut écrire : 

log (lo/l) = k.C.i 

où & est le coefficient d'absorption, € la concen- 
tration de cellules (ou biomasse) et {le trajet opti- 
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Mesure qu Érouble 


que (épaisseur de la cuve). En travaillant dans une 
cuve de | cm de trajet optique, on peut écrire : 
Log (Lol = £. C. 

L'absorbance est proportionnelle à la concen- 
ration cellulare. Il est cependant une limite à 
cette linéarité aux fortes concentrations. Elle varie 
avec lès micro-organismes et une droité dé corré- 
lation avec la matière sèche doit être établie dans 
chaque cas (en général, cette limite se situe aux 
environ de Ü,8 unité d'absorbance à 650 nm). Les 
mesures sont effectuées à laide d'un spectropho- 
tomètre à une longueur d'onde de 650 nm pour 
laquelle l'absorpoon de la lurmèreé par les constr- 
tuants cellulaires est la plus faible, I existe des 
biophotomètres automatiques qui permettent de 
suivre les cinétiques en continu. 

Très séduisante, cette technique est inapplicable 
avec les mulieux de culture très colorés ou trou- 
bles. Elle est aussi incapable de différencier les 
cellules mortes des cellules vivantes et de mesurer 
des concentrations rmérobmennés inférieures à 


10. mL”! 


3.1.3. Mesure 


des constituants cellulaires 


Le constituant cellulaire 1déal devrait : 

— être ubiquisté et disparaitre rapidement des 
cellules après leur mort : 

— être absent du milieu ou tout au moins ne pas 
ètre associé à des éléments figurés abiotiques qui 
ne peuvent pas être séparés des cellules : 

— être dans les cellules en concentration à peu 
près constante quel que soit leur état physiologi- 
que. 

Le dosage de l'azote cellulaire par Kjeldal ou 
Bradtord représente une méthode facile mais rela- 
tivement peu sensible, Les méthodes actuelles les 
plus prometteuses sont fondées sur lé dosage par 
hioluminescence de l'adénosine-S"-triphos- 
phate (ATP) où des nucléotides flaviniques 
(FAD, FMNI. 

* L'ATP. [représente un marqueur biotique de 
choix. Sa présence est indispensable aux proces- 
sus de transfert d'énergie dans toutes les cellules. 
n'est pas véritablement stocké car sa concentra- 
ton résulte d'un équilibre permanent entre les 
mécanismes couplés de production et d'utilisa- 
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tion. Il disparaït donc à la mort de la cellule. On 
connaît mal, pourtant, les variations de sa concen- 
talon selon les micro-organismes et leur état 
physiologique. 

Bien que l'ATP ait été découvert en 1927, son 
uülisation comme paramètre d'évaluation de Ja 
biomasse résulte d'une observation récente de 
Mac Elroy. Cet auteur a découvert en effet que la 
réaction de bioluminescence qui met en œuvre un 
substrat, la luciférine, et une enzyme, la lucifé- 
rasé, est dépendante, chez les lucioles {Phorimus 
pvralis}, de la présence d'ATP. L'oxyeène et un 
cofacteur, l'ion Mg**, sont aussi nécessaires. Le 
mécanisme de la réaction ét vitre peut être décomn- 
posé en trois phases : 

H. 
4 _ par fixa- 

CO 
bon de l'adényl de ATP avec hhération de pyro- 
phosphate, 


- activation de la luciférine L 


AE Lucilérasé (Eh H, 
L AR AMP — L + PP 
“Co, Mg” | CO, 
3 L : 


- oxydation de la luciférine, en présence d'oxy- 
gène, avec formation d'un complexe dans lequel 
la déhydroluciférine (L°%4,,) est électronique- 
ment excitée, l 

Ne 
D 
E 


| 
+— 0, (AMP. E)+H,0 


 Lco, 
co, * 

- décarhoxylation de la déhydroluciférine, Le 
retour à l'état électronique fondamental de la 
décarboxylucifénine s'accompagne d'une émus- 
sion de lumière, 

(AMP - Leo, — E) — AMP +(L -E)+ CO, 
+ photons. 

La stœchiométrie de la réaction montre que 
l'oxydation d'une molécule dé lucifénne met en 
jeu une molécule d'ATP et Hbère un photon. Ce 
rendement quantique optimal est obtenu à pH 7,6 
et à 2422 °C avec des concentrations en 10n$ 
Mg** de 3 mmol-L°1, 

Cette technique présente de nombreux avanta- 
ges. Qutre sa spécificité vis-à-vis dés microbes 
viables et sa rapidité (moins de $ minutes par 


échantillon), elle est très sensible, Elle permet en 
effet de détecter environ 10% bactéries par millili- 
tre et beaucoup moins si l'on concentre l'échan- 
tüillon par filtration sur membrane, Elle est appli- 
cable à l'analyse des produits alimentaires. En 
microbiologie médicale, elle permet par exemple 
de mesurer la sensibilité des mycobactéries aux 
antibiotiques en quelques jours au lieu de plu- 
sieurs semaines avec les méthodes classiques 
(Jakubczak et Leclerc}. 

» FAUet FMN. La flavios adémne dinuclécde (FADI et 
la Flavio mononucléoude (EMNY sont des coenzymes de 
déshydrogénuse : elles sont donc umiversellement rencon- 
trées duns Le monde vivant. On peut les doser avec une grande 
cnibiité par bioluminescence en mettant à profit une pro- 
prièté de la luciférase extraite de bacténes lumineuses telles 
que Phoobacteriem phesphercunm où V. fischen Cette 
enavme coalvse en cet l'oxydation de la flavine mononu- 
cléotide réduite {FMNH,}en présence d'un akdéhyde sur à 
lmgue chaîne (R-CHON. La réaction s'accompagne d'une 
Emission lumineuse dont l'intensité est proportionnelle ä La 
concentration en FMN : 


Lucitérese bactérienne 
FMNH; …_… Produits + photons 
O.+ R-CHO 


Le rendement quantique de la réaction est optimal à 
20-22 °C et à pH 7. La méthode permet de doser 107 8 de 
FMI. Elle est moins sensible que le dosage de ATP {seuil de 
détection : 10 bactéries.mL-1} et exige certaines précau- 
Bons pour éviter la phuolyse des composés flaviniques : en 
revanche, elle présente l'avantage de recourir à une luciférase 
extraite de bactéries dont la culture est plus aisée que la cap- 
ture des Iucioles. 

“ Activités enrymatiques. À ce groupe dé méthodes, on 
peut rallacher la mesure de certaines activités eogymatiques. 
Les nés, comme les phosphatases que hydrolysent les esters 
monophosphoriques en alcool et acide phosphorique, sont 
très répandues dans le monde mucrobien. L'acuvité phosphi 
tasique est dosée à l’aide d'un substrat synthétique. lé pura- 
mitophénoalphosphate disodique. L'hydrolyse libère Le para 
aitrophénol, composé coloré en jaune, dont on mesure 
l'intensité par spectrophaemétnie, La sensibilité du Lest est 
faible, Elle peut être améliorée par addition d'un substrat 
fluorescent, puis dosage Tluorimérique du produit d'hvedra- 
lyse. La corrélation avec le nombre de microbes viabhes n'est 
cependant pas tés étroite. 

est possible également de suivre la cinétique de procuc- 
tion d'une enzyme (spécifique) par bes microbes au cours de 
leur développement. Les mesures ne sént pas toujours con- 
vertibles en biomasse lorsque la concentration én éntymes 
temdoccllulares ou exocellulairéshn"ést pas proportionnelle à 
la multiplication, comme c'est le cas, entré autres, pour la 
décarboxvlasc de l'acide glutamique d'ÆE. colf, qui n'est syn- 
thétisée par les bactéries qu'en fin dé croissance. 


Enfin, on peut mettre à profit, la propriété que possèdent de 
nombreux micro-organismes, celle d'accumuler dans leur 
cellule, par transport acuf, certaines molécules du milieu pror- 
portionnellement à leur nombre. $ur cé principe, Bourgeuis 
et al (1973) ont proposé, pour le dénombrement de micro 
organismes héérotrophes, la mesure de la concentration d'un 
acide aminé marqué par un radio-ismtope (vaine au LCL Les 
microbes de l'échantillon à analyser sont recueillis sur une 
membrant Éluante puis déposés à la surface d'un tampon 
imbibé d'un milieu de culture à la lysine marquée. Après 
imubhation, la radioactivité fixée par les microbes sur la mmern- 
brans est mesurée à l'aide d'un compteur à scintillation 
liquide, 


3.1.4. Mesure de l'activité cellulaire 


On peut mesurer soit la consommation d'un 
substrat présent dans le milieu, soit Ja concentra- 
tion d'un constituant cellulaire, soit la produc- 
tion d'une molécule excrétée par les cellules, soit 
encore une variation physico-chimique du 
miléu. 

Ilexiste en effet une relation stæœchiométrique 
entre les éléments nutritifs majeurs nécessaires à 
la croissance et les produits formés, 


3.1.4.1. Mesure de la consommation 
d'e substrat 


Le substrat peut êtré une source de carbone, 
d'azote, d'oxygène ou un facteur spécifique de 
Croissance. 

La crédibilité de la méthode dépend de la préci- 
sion du dosage, de la présence de substances inter- 
férentes et de la masse cellulaire formée par uraté 
de substance nutritive consommée. Lorsque ce 
rapport est faible, comme c'est le cas avec les 
substances carbonées, azotées et l'oxygène, la 
corrélation avec la masse cellulaire peut être 
bonne, Dans le cas contraire (phosphate, sulfate, 
magnésium), la moindre erreur de dosage conduit 
a une fausse évaluation de la masse microbienne. 
Souvent le substrat (sucre) est aussi pour la cellule 
une source d'énergie, Î peut enfin servir à la syn- 
thèse d'un métabolite qui est rejeté dans le milieu 
et n'est pas incorporé dans la cellule. Pour éviter 
toutes ces erreurs, chacune de ces molécules doit 
ètre dosée séparément. 

En raison de ces limites, ces méthodes sont peu utilisées 
bien que le carbone et l'azote représentent respectivement 30 
et # à 12 % de La matière sèche des nicro-organismes et que 
des techniques précises et spécifiques de dosage de ces subs- 
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rats sent bien connues (chromatographie liquide haute 
pression, méthodes enzymatiques, électrodes spécifiques}. 
Au contraire, la consommation de l'oxygène constitue un bon 
indicateur de l'activité des micro-organismes aérolues, Les 
measures peuvent être effectuées par voie chimique (oxyda- 
tion du sulfate de sodium selon la méthode de Cooper}, 
manométrique (appareil de Warburg, respiromètre différen- 
tiel}, électrochimique {analvscur à électrode de platine 
vibrante où à électrode de Clark), ou magnétochimique (ana 
lvseur paramagnétique]. Lorsque les conditions expérimen- 
tales sant parfaitement standardisées, la viesse de consom- 
mation de l'oxvgène est corrélative de la vitesse de la 
Croissance. 


31.42. Mesure des produits d'excrétion 


Au cours de leur développement, les micro- 
orgamsmés réjettent dans le mieu extérieur les 
produits de leur métabolisme. Les métabolites 
primaires (acides aminés, acides organiques} né 
sont pas rejetés en quantité notable car la cellule 
qui les synthétise en a bésoin pour sa croissance. 
Le rapport entre leur concentration et la bio 
masse n'est pas nécessairement constant, même 
dans le cas des mutants hyperproducteurs. Il en 
est de même des métabolites secondaires comme 
les antibiotiques. Ces molécules synthétisées par 
la cellule ne sont pas de bons indicateurs de la 
biomasse. 

Au contraire, certains produits de catabolisme 
constituent de véritables déchets dont la cellule 
doit se débarrasser ; leur dosage peut se révéler 
alors utile. [l en est ainsi du dioxyde de carbone 
qui résulte de l'oxydation des substrats carbonés 
{sucres notamment} par les microbes aérobies et 
anaérobies. On le dose aisément et en continu par 
spectrophotométne infrarouge, dans la phase 
gazeuse du mieu de culture, Le rapport entre le 
CO, et la biomasse varie, notamment selon la 
voie catabolique suivie par le micro-organisme, 
la quantité de CO, élaborée étant trois fois moin- 
dre en anaérobiose qu'en aérobiose. Dans des 
conditions de culture standardisées, le taux dé 
biomasse peut être calculé à partir d'une droite 
d'étalonnage préalablement établie. On peut 
accroître la sensibilité de la mésure en utilisant 
un substrat carboné marqué au l*C et en dosant le 
HCO, qui se dégage par une méthode radiomé- 
trique (chambre d'ionisation ou compteur à scin- 
tillation liquide). 
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3.1.4.3. Mesure des variations physico- 
chimiques du milieu 

Les variations physico-chimiques du milieu tra- 
dusent une évolution de la croissance. Les modifi- 
cations de pH, de conductivité électrique, de poten- 
tiel d'oxydoréduction et d'énergie calonfique 
libérée par les cellules peuvent ainsi être mesurées 
avec intérêt. Avec ces procédés, on cherche moins à 
évaluer une quantité absolue de biomasse qu'à éta- 
blir une relation entre sa vitesse d'accroissement et 
la vitesse de variation du paramètre mesuré, 

- Mesure du pH. L'acidification des milieux 
au cours de la croissance est liée à la dégradation 
des sucres, tandis que l'alcalinisation dérive de 
celle des sources azotées. 

Les indicateurs de pH sont couramment utilisés 
en nucrobologie pour mettre en évidence un 
développement microbien ou pour rechercher une 
activité enzymatique sur un substrat avec libéra- 
Gon d'un métabolite acide ou basique. D'un point 
de vue quantitatif, c'est surtout l'acidification qui 
est mise à profit. La mesure du pH au cours des 
fermentations permet d'asservir l'ajout automati- 
que de base pour maintenir une valeur optimale. 
Sinon, l'activité microbienne serait inhibée par 
une acidité excessive. Un accroissement impor- 
tant de la densité microbenne se traduit générale- 
ment par une faible variation du pH. C'est pour- 
que, pour les mesures de biomasse, on préfère 
titrer l'acidité totale qu'on exprime en poids ou 
en volume d'acide. Ceite méthode, peu sensible, 
est cependant classiquement utilisée, notamment 
dans l’industrie laitière, pour apprécier la qualité 
bactériologique du lait, l'acidité de ce dernier 
étant d'autant plus grande que la concentration 
bactérienne est élevée, Elle permet aussi de suivre 
la cinétique de fermentation du lait par des bacté- 
ries acidifiantes comme L, bulgaricus et Srr. ther- 
mophilus utilisés dans la fabrication des vogourts. 
loi, l'acidité est souvent exprimée en degrés Dor- 
nic (D) qui correspondent au nombre de dixièmes 
de millilitre de soude M/9 nécessaire pour neutra- 
hser 10 mL de lait (fig. FL 3). 

* Mesure du potentiel d'oxydoréduction. La 
baissé du potentiel rédox dans les cultures micro- 
biennes résulte de la raréfaction du milieu en 
oxygène dissous et de son enrichissement en subs- 
tances réductrices. On peut l'évaluer à l'aide 
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Figure 1.13 - Cinétique d'acidification fs) et de crois- 
sance de Lactobacillus bulgaris (66) et Streptococcus 
thermophilus (44) dans du lait. 

D'après E. Jakobczartl 


d'indicateurs rédox colorés tels que le bleu de 
méthylène, la résazunne ou encore k chlorure de 
2,3.5-triphényltétrazolium (TT£ ou TTC). Le 
temps nécessaire au virage de l'indicateur est 
inversement proportionnel au nombre de mcro- 
bes présents. Ces méthodes sont simples mais peu 
précises et peu sensibles. 

+ Mesure de la production de chaleur. Toute réaction 
chimique s'accompagne d'anc variation d'enthalpie, Les 
réactions biologiques n'échappent pas à cette régle générale : 
elles se traduisent, au cours de la croissance microbignne, par 
un dégagement de chaleur lié à la dégradation des substrats 
énergétiques. 

La microcalorimétrie permet de déceler ces putes quin- 
ttes de chaleur Hbérées pur des échantillons de fable volume. 
L'appareil de mesure est un calorimétre istherme à conduc- 
üvité thermique. [est constiteé d'un réservoir calorimétrique 

de L'ä 4 mL. dé capacité, où se produit la réaction ét dont la 
paroi représente l'enceinte inteme., Cette cellule est placée 
dans un bloc d'aluminium fenceinte exteme} de srande com 
ductibilité thermique. La chaleur dégagée dans la cellule dans 
le cas d'une réaction exohenmique diffus rapidement vers 
l'enceinte externe. La différence de rempérature entre les deux 
enceintes est très Faible, On né mesure par l'augmentation de 
lempéraiure, comme c'est le cas avec le calorimètre adiabati- 
que de Berthelot, mais une grandeur proportionnelle au flux 
ermique qui s'établit entre des deux enceintes. Le système de 





bienne (ooscs)], la thermogénése | 


consommation du glucose (eresessss), (substrat limitant 
la croissance), 


détection est constiué par un réseau de dermocouplés (ter 

mopiles) montés en série qui entoure l'enceinte interne et qui 

est en contact avec l'enceinte éxieme. La forcé éléctromotnée 
engendrée par le passage d'un flux de chaleur à travers lather- 
mopile est amplifiée et enregistrée. 

Letrecé omcou est un thermegramme dont l'amplitude de 

chacun des points est proportionnelle à la puissance thérmi- 
que (Ode) dégagée à l'instant considéné, Elle est exprimée 

en watts. Le thermogramme traduit globalement les événe- 

ments énergétiques qui accompagnent la croissance. Son 
Vrac est simple lorsque le substrat énergétique est le seul lé: 
ment Hinitant la croissance fe. LIL PAL L'accroissement 
de la puissance thermique est étrotement associé à l'augmen- 
tation de La Mormusse. 


3.9. Croissance en milieu 
non renouvelé 


La croissance des bactéries (dans un ballon de 
bouillon nutritif par exemple} est limitée. Après 
une durée dé culture, variable selon les espèces, 
elle s'arrête. Ceci est dû au fait que l'on travaille 
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avec un volume limité de milieu et donc avec des 
quantités précisés et limitées de nutnmeénts. Le 
milieu finit pars épuiser. C'est ce que l'on appelle 
la croissance en milieu non renouvelé par opposi- 
tion à la croissance en milieu renouvelé, technique 
cherchant à repousser la limite de croissante, à 
obtenir une croissance continue que nous étudie- 
rons au paragraphe 3.4 

Si la vitesse de croissance restait continuelle- 
ment constante et maximale, F4 masse mcro- 
bienne obtenue en 48 heures seulement serait de 
l'ordre de 4 (O0 Fois la masse du globe terrestre ! 
Il est donc heureux que cette croissance, limitée 
par l'épuisement du substrat ou par l'accumula- 
tion de substances toxiques, ne puisse se poursui- 
vre indéfimment 


3.2.1. Courbe de croissance 


Cette courbe est obtenue en traçant l'évolution 
de Îa biomasse en fonction du temps, X = ff} On 
obtient le tracé de la fioure LU Sa. 

En tout point de la courbe À = f{(r}, l'accroisse- 
ment de biomasse peut donc étre exprimé en ter- 
mes de vitesse. La vitesse volumique de crois- 
sance est définie selon la relation : 

r, = dXdt = Xp, 
etexprimée en biomasse/unité de volume unité de 
temps (g. Lt, h71}. Quand l'espèce bactérienne le 
permet, on pourra l'exprimer en nombre de cellu- 
les'unité de volume-unité de temps. 

Dans cette expression de la vitesse, 1, est un 
facteur dépendant du germe et des conditions de 
culture. Ce facteur représente la vitesse spécifi- 
que de croissance. En effet : 

nu, = Lx. dXdr (unité #1), 
c'est-à-dire la vitesse volumique de croissance 
rapportée à l'unité de biomasse. 


3.2.2. Phases de la croissance, 
paramètres d'état 


Sur la courbe, différentes phases de la crons- 
sance peuvent être définies. 

* La phase «a» où X reste identique à X, 
(voire mème diminue si l'adaptation au milieu est 
difficile}. C'est la phase de latence caracténsée 
par dX dr = {0 {et donc pu, = 0). 


NI] 





Figure 111.15 - Courbe de croissance. 


a: À fit}, &: Lx = Hi coordonnées semiloganthmiques ; 
um =, ux =vitésse spéclis de Cnossance ; X = bide 
mèsse :t = temps. 


* La phase « b+» ou phase d'accélération : * 
augmente de plus en plus rapidement ; dX/at 
devient supérieur à À et augmente de plus en plus 
de même que a, (fie. HE TScE 

* La phase «cs où X augmente de façon 
exponentielle ; dX/dr augmente proportionnelle- 
mént à la biomasse ét va armver à un maximum en 
fin de phase (point d'inflexion). La courbe 
Lax = ff) voir fie, HE 15h) présente une parte 
linéaire où LaX est proportionnel à r. C'est la 
phase exponentielle où nu, est constante et atteint 
sa valeur maximale dans és conditions expér- 
mentales données. 


Remarque : on appelait taux de croissance le 
coefficient directeur k de la phase € de la courbe 
Ln(n) = f(r} et on la note alors 1, 

Si l'on intègre l'expression de u, (voir $ 3.2.1.) 
entre deux valeurs À, et À; durant cette phase, on 
obtient : 

A3 = A: ell, ex pu (till 
et donc : 
LnX; = Lnx, +[n, os {5 —1,)](2) 
sol : 
Ur expo = {Lnx, - Lux M8 1} 

L'expression mathématique de 1,,,,, permet 
de déterminer expérnimentälément li valeur du 
taux de croissance (ou taux de croissance népé- 
rien). 

Pendant cette mème phase, on définit le temps 
de doublement de population, noté f,, qui 
exprime le temps correspondant à un doublement 
de la biomasse (ou à un doublement de popula- 
tion), 

On peut l'exprimer  mathématiquement. 
D'après la relation (2), on peut écrire, À passant de 
Xà2Xetavect-t, =1,: 


LazX = LaX + po lp 


tn = (Ln2X - Lx VU, ecno 


Et : 


SOI : 
tn = Liu, expo 

th estdéterminable graphiquement : sur la courbe 
Lax = ft), on prend deux points en phase expo 
nentielle d'ordonnées respectives LnX, et Ln2X, 
(différence des ordonnées dé Ln2 e qui correspond 
à un doublement de population), La différence des 
abscisses correspondantes donnera la valeur de t,. 

Souvent, il est improprement assimilé à Cr. temps 
de génération, qui exprime. lui. le temps néces- 
saire à la division cellulaire mais qui ne peut être 
déterminé expérimentalement, sauf cas éxception- 
nel où l'on a affaire à une croissance dite synchrone 
(voir & 325.1 On remarquera que le nombre de 
divisions (générations) par unités de temps avait été 
défini au paragraphe 2.1 comme égal à 1/G. 

Hi expo €? fp Sont les deux paramètres d'état 
permettant de caractériser une croissance dans des 
conditions éxpénmentales déterminées. 

* La phase « d+ dite de décélération : l'aug- 
mentation de X ralentit, celle de la vitesse dX/dr 
aussi et a, diminue, 


“ La phase « e» où X est à son maximum et 
constant, dX/dt est alors égale à Ü. Cela ne veut pas 
dire qu'iln'y a plus de division cellulaire, en fait le 
taux de division est alors égal au taux de mortalité 
(cf, 8 323.3} C'est la phase stationnaire avec 
u, égal = 0 

“ La phase « {+ ou X diminue. La mortalité cel- 
lulaire devient plus importante que la division cel- 
lulaire. Elle est appelée phase de déclin. On pour- 
rait y définir un taux de mortalité. 

Remarque : dans le domaine industriel, on uti- 
lise très souvent un troisième paramètre d'état, le 
aux horaire de croissance, noté r. Il est défini 
comme étant le rapport des biomasses mesurées à 
l'heure d'intervalle, Si au temps # la biomasse est 
Xt et au temps 1 + 1 la biomasse est X, , : 

r=X,,yX, 

rn'a pas d'unité. 


3.2.3. Physiologie des phases 
4.2,4.1. 


Comme nous l'avons vu précédemment, c'est la 
phase pendant laquelle la vitesse spécifique de 
croissance est nulle, la biomasse n'augmente pas. 
Elle dure plus où moins longtemps selon les cas et 
parfois même n'existe pas, la culture démarrant 
immédiatement en phase exponentielle, 

On à pu constater que, pour une expérience don- 
née, plus l'inocrlum est important, plus la phase 
de latence est réduite (dans les cultures industriel 
les, par exemple). Cela peut s'expliquer par un 
simple problème technique de détection de la bio- 
masse, plus facile si l'inoculum est déjà 1mpor- 
Lan. 

L'âge des bactéries semble également avoir une 
influence : lorsque des cellules jeunes, de quel- 
ques heures, sont introduites dans un milieu neuf, 
la phase de latence peut être extrémement courte ; 
elle est au contraire prolongée avec des bacténes 
provenant d'une culture en phase stationnaire ou 
en phase de déclin. Un inocudum « âgé + peut con- 
tenir une grande quantité de cellules mortes et un 
faible taux de cellules viables qui devront se divi- 
ser de nombreuses fois avant de produire un trou- 
ble visible, De plus, les bactéries viables sont aussi 
dans un état physiologique peu favorable, il leur 
faut lé temps nécessaire pour restaurer tous leurs 


LÀ 


Phase de latence 


systèmes enzymaliques mis en sommeil pendant 
leur maintien à l'état non proliférant. 

Autre facteur : la composition du milieu. Un 
moculum cellulaire prélevé en phase exponen- 
tielle de croissance et introduit dans un milieu 
neuf de composition chimique identique se multi- 
plie instantanément sans aucune phase de latence. 
En revanche, si les constituants nutritifs (source de 
Carbone, source d'azote} sont différents, on 
observe à nouveau une phase de latence. Celle-ci 
traduit l'absence d'enzymes nécessaires à l'utili- 
sation de ces nouveaux substrats et la nécessité 
pour la cellule de les synthétiser, Une période 
d'adaptation enzymatique est nécessaire pour 
induire la synthèse de ces nouvelles enzymes. 

Cette importante activité métabolique peut être 
montrée expérimentalement. 

* Expérience {fe. {1 6) : on examine simul- 
tanément la croissance et l'évolution du stock 
d'ATP {déterminé par marquage au Hp), Oncons- 
late que le Stock maximal $e situe juste en fin de 
phase de latence. 





Lalénce 


Figure Il.16 - Étude de la phase de latence. 
Évolution du stock d'ATP. 


Lee, Phase exponent'elie, 
paramètres d'action 
La phase exponentielle fut suite à la période de 
latence, C'est la phase physiologique par excel- 
lence : les bactéries se multiplient sans entrave, 
Pendant cette phase, on assiste à la libération de 
mélabolites primaires d'intérêt ndustnel (anthio- 
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Figure NAT - Détermination graphique de la durée de 


la phase de latence. 
à: Première méthode ; b: seconde méthode, 


tiques. toxines, etc.). La vitesse spécifique de 
croissance est constante et maximale dans les 
conditions utilisées (taux de croissance). La pente 
de la droite détermine 11, expo” lui-même sous Îa 
dépendance des conditions d'environnement 
comme la température, lé pH, la nature et la con- 
centration des aliments. Ces facteurs physco-chi- 
miqués constituent les paramètres d'action de la 
CrOssANCe. 

Les facteurs physico-chimiques qui condition- 
nent la nutrition sont les mêmes que ceux qui 
influent sur la croissance. Les plus Importants sont 
la température, le pH et la nature du substrat. 

+ La température, Dans des conditions expéri- 
mentales optimales de milieu, de température, de 
pHetc., on peut observer trois types de courbes de 
croissance (f2. LLIS) correspondant aux trois 
principales catégories de micro-organismes déjà 
définies plus haut (voir $ 1.4,1.}: 


— celle des bactéries mésophiles, qui vient 
d'être décrite ; 

— celle des bactéries thermophiles, qui se carac- 
térisé par une phase de latence très courte, une 
multiplication explosive avec un ph, très 
élevé, une phase stationnaire très réduite et une 
phase de dégénérescence brutale qui conduit à 
l'autolyse de la culture : 

- celle des bactéries psychrophiles où psychro- 
trophes, qui s'oppose point par point à la précé- 
denté, La phase de latence est longue, de 2 à 
8 jours. La phase exponentielle progresse avec 
lenteur : Hx expo ©St fuble, De même, la phase 
maximale stationnaire peut s'étaler sur de longues 
périodes, La dégénérescence est lente. 

Pour une bactérie donnée, p, ... varie selon la 
température de culture fre. [ILS). Ainsi, pour 
E. coli, il est de 0,5 à 18 °C et de 3,3 à 40 SC. II 
existe pour chaque espèce une température dite 
optimale à laquelle up, sera optimal, Si l'on 
trace la courbe, 1, ..,, = (8), an abtient un tracé 
« en cloche » qui définit une zone de température 
optimale plus où moins large suivant la bactérie 
étudiée (fig. AE FO). 
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Figure 11.18 - Différents types de courbe de croissance. 
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Figure 111.18 - Évalution deb, 0 en fonction de la tem- 


pérature (6). 


* Le pH: l'influence du pH sur la croissance 
permet aussi de définir un pH optimal de culture 
comme pour la température fab. 111.9), 

+ L'Aw : comme nous l'avons vu au paragra- 
phe 1.4.5, toute diminution dé ce paramètre 
entraîne un ralentissement de croissance par 
action sur les réactions biochimiques faisant inter- 
venir de l'eau. 1, .,,, diminue. On peut détermi- 
ner un Aw minimum au-dessous duquel la crois- 
sance est ralentie, voire mhibhée. 

* Le substrat. La vitesse spécifique de crois- 
sance d'une espèce bactérienne dépend étroite- 
ment du milieu dans lequel on la cultive, c'est-à- 
dire du substrat. Ainsi, avec B. subrilis, 1, 5 Est 
respectivement de 0.3 et de 2 lorsque le milieu est 
un soluté synthétique citraté où un bouillon nutri- 
tif. 


Tableau lILE - Vitesse spécifique de croissance et temps de génération en phase exponentielle de bactéries et de 
la levure. 








Escherichia coli 


18 
Bacillus subrilés | 4) 
Clostridiun botulinunn | #7 
Mycobacteriun tuberculosts cr) 
Éhosporilumn rabrum 25 













TE 
0,5 


1.6 
1.19 
0.057 
0.15-0,13 
(1,35 


Tableau (Il.9 - pH de croissance de quelques micro-organsmes. 


Bacillus 
Clestridiun perfringens 
Escherichia coli 


Lacrobacillirs 
Levures 
Mousissures 
Thiobecillus 


L'étude de u, expo #St plus particulièrement utile 
lorsque l'on considère la concentration d'un fac- 
teur limitant dans un milieu synthétique où tous 
les autres éléments sont fournis en excès, Ainsi, 
sur la figure LE. ZÜa, sont représentées les diffé- 
rentes courbes Lx =ffi) pour différentes 
concentrations croissantes en glucose (des, 
à $,). On constate que plus on augmente la con- 
centration en glucose, plus la vitesse spécifique de 
croissance en phase exponentielle s'élève, pour 
arriver au niveau de $, à un maximum. On peut 
représenter ces résultats en traçant la courbe 
Lx expo = l'(fglucosel) (fe. 11208} On voit que 
LU, en, augmente en fonction de la concentration 
en glucose qui est ici le facteur limitant, jusqu'à 
une valeur maximale (u, maux) La courbe 
obtenue tend vers une asymptote quelle que soit la 
nature du facteur limitant. Au-delà d'une certaine 
« valeur seuil » dé la concentration, le glucose 


n'est plus facteur limitant, u, 45 = x expo max 
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Figure 1120 








Mathématiquement, Ux expo s'exprime selon 
l'équation de Monod : 

expo = (x expo max LSIVUKS + [SD 

[S] est la concentration en facteur limitant et 
Ks la constante de saturation, valeur de la concen- 
tration en substrat pour laquelle 1, = 1/2 
(LL, expo max). Elle exprime en quelque sorte l'affi- 
nilé du micro-organisme pour le substrat, une 
valeur élevée de Ks correspondant à une faible 
affinité. Par exemple pour E coli, K =2 à 
4 mg.L”l'et, pour Sc. cerevisae, K; = 25 mg.L”|, 


3.2.3.3. Phase stationnaire 

La phase exponentielle ne dure que quelques 
heures. Le milieu devient de moins en moins favo- 
rable à la croissance. Le nombre des cellules via- 
bles reste constant. Îl peut correspondre à un équi- 
libre entre le nombre de cellules provenant de la 
multiplication et le nombre de cellules qui dispa- 
raissent par autolyse. Îl peut aussi traduire la per- 
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K, 


a : courbe Lnk = ff} pour différentes concentrations croissantes en ghucose (5,5. etc}: b: courbe Li, = lglucosel). 
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sistance de bacténes vivantes en l'absence de tout 
développement. Cette phase est caractérisée par 
une 4, nulle. En fait, au niveau des cellules, cer- 
tanes ne se visent plus alors que d'autres se divi- 
sent encore et ceci en nombre égal : Les bactéries se 
maintiennent à un état « non proliférant ». On peut 
atinbuer cé phénomène à un certain nombre de 
causes au premier rang desquelles s'inscrirait 
l'épuisement de l'aliment, l'accumulation de 
déchets toxiques ou l'évolution défavorable de 
l'environnement physique {pH}, Si elles en ont la 
capacité, les bactéries peuvent également sporuler. 

Cette phase peut durer de quelques heures à plu- 
sieurs jours, La biomasse finale de bactéries, X,. 
dépend du milieu et de ses composants. 

Sur la fégure 4 2Üa, on peut également obser- 
ver qué Lnk en phase stationnaire augmentée en 
fonction de la concentration en facteur limitant. Si 
l'on représente la courbe X = f{[substance limi- 
tante]} fig. 4221), on constate que X est d'abord 
directement proportionnel puis tend vers un pla- 
Lau où À reste constant et maximum (X an) s la 
substance considérée n'étant plus un facteur 
hrmitant : soit il en ést apparu un autre, sout la crons- 
sance est limitée par l'accumulation de substances 
toxiques. 
3.2.3.4 Phase de déclin 

Au cours de cette dernière phase, les bactéries ne 


se divisent plus. Beaucoup d'entre elles meurent et 
sont lysées par les enzymes qu'elles Hbhérent (auto. 





[ ] [Facteur limitard] 
Limiante 


Figure lI.21 - Évolution de la biomasse finale en fonc- 
bon de la concentration en facteur limitant, 


lysines). Le taux de mortalité peut être constant 
comme le taux de croissance. Dans ce cas, il est 
représenté par une droite, le nombre de cellules 
détruites étant proportionnel au temps. L'inclinai- 
son de cette droite dépend de l'espèce bactérienne 
et des conditions générales d'environnement, La 
phase de décroissance ne se traduit pas toujours 
par un taux de mortalité d'ordre exponentiel. 
Dans certains cas, des bactéries survivantés peu- 
vent amorcer une nouvelle phase de mulüiplication 
aux dépens des substances libérées par la lyse, Ce 
phénomène est connu sous le nom de croissance 


371 


cryptlique (fig. [1221 
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Fiquré HI.Z2 - Croissance cryptique. 


3.2.4. Phénomène de diauxie 


Dans un milieu synthétique contenant un 
mélange de deux substrats carhonés, on peut 
observer une courbe anormale diphasique comme 
si deux croissances se succédaent. Ce phénomène 
a êté décrit par Monod sous le nom de diauxie, 

Dans l'exemple de la figure H.23, on cultive 
E. coli sur un milieu contenant comme source de 
carbone un mélange de fructose et d'arabinose, On 
observe une première phase de croissance expo- 
nentielle (A) suivie d'un plateau correspondant à 
la phase stationnaire puis, après une période de 
latence intermédiaire (B}, une deuxième phase 
exponentielle de croissance (C3. L'analyse montre 
que, pendant la première période À, seul le fruc- 
tose est utilisé et épuisé, l'arabinosé étant métabo- 
lisé seulement dans la deuxième partie (C3. On a 
pu obtenir la même « doublé +» croissance avec un 
mélange glucose-sorbitol. On peut ainsi classer 
les sucrés en deux groupes : 

- Gl :elucose, saccharose, fructose, mannose ; 

- Gi: maliose, sorbtol, arabinoseé, mosttol. 





' 


Frquee (23 - Phénomène de diauxie chez E. coli cul- 
üivé sur un milieu avec fructose et arabinose comme 
seule source de carbone, 

À. Lhilisation du fructose seul : 

6. Phase d'adaptation à l'arabinose : 

GC. Utilisation de l'aratinose. 


Seuls les mélanges G1 + G2 donneront un phé- 
nomène de diauxie. 

On a décrit des phénomènes de triauxie, notam- 
ment avec le mélange glucose-glycérol-sorbitol. 


32,5. Croissance synchrone 


Dans une population bactérienne, les cellules ne se divisent 
pas toutes au même moment voir & LI. Le décalage aléa- 
toire correspond à des potentialités différentes de chacune des 
cellules, qui $e traduisent par des latences différentes avant 
leur croissance que l'on qualifie d'asynchrone. Si toutes les 
cellules se divisent au méme restant, la courbe de crosse 
montrérait des paliers successifs exprimant les doublements 
de la populaton évoir & 2.1. fie, AS), La synchronisa- 
tion dé la croissance peut étre obtenue expénimentalement à 
l'asde de procédés physico-chimiques : 

= par Miration sélective sur un support celulosique : on 
récolte les cellules les plus petites les premières appanves ; 
inoculées sûr un milieu neut, elles ont tendance à se diviser de 
facon synchrone ; 

- par choc thermique : les bactéries sont incubées alter- 
nativéement à des températures contrastées (par exemplé 
+ 25 Cet + 37 °Cy sur un milieu favorable (fe. HA 24 

L'imérét des cultures synchrones cet malnple. [l'est possi- 
ble en particulier d'étudier les différents aspects morpholo- 
giqués et physiologiques de la cellule au cours des divisions. 


3,3, Croissance 
en milieu renouvelé : 
croissance continue 


La croissance en milieu non renouvelé (ou crois: 
sance en discontinu}est donc un système clos où le 
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Figure 124 - Croissance synchrone obtenue par choc 
thermique. 
a: par filtration chez le preumeccque. 


cycle de développement est le résultat d'une crois- 
sance dans un milieu limité en nutriments. 

La phase exponentielle de croissance ne peut 
donc durer que quelques heures. Or, pour de nom- 
breuses expériences de physiologie générale ou, 
dans un but plus pratique, pour les fermentations 
industrielles, il'ést nécessaire de la prolonger. Si le 
milieu où se mulüplient les bactéries est constam- 
mént renouvelé tandis que, en même temps, les 
preduits du métabolisme sont éliminés. il doit Étre 
possible de maintenir les micro-organismes indé- 
finiment en phase exponentielle de croissance. 


3.3.1. Principe 


Dans un tel système où la culture microbienne 
reste sous un volume consiant (V mL), tout en 
recevant un débit (0, = L.h I; de milieu neuf, la 
concentration cellulaire varie en fonction de la 
vitesse spécifique de croissance en phase expo- 
néntiélle (a. expo” taux de croissance) dé l'espèce : 

ŒXJdt = (H expo — D). X 
où X = biomasse imtiale : D = vitésse spécifique 
de dilution (rapport du débit d'entrée sur le 
volume dé milieu, et donc exprimé en h°!); 
{= temps. 

On peut donc considérer trois éventualités : 

— Hy expo < D : l'effet de dilution est supérieur à 
l'incidence de croissance. Dans ces conditions, la 
biomasse tend vers 0, car ddr = Ù: 


— Hop = D : la vitesse spécifique de dilution 
est calculée pour que la biomasse reste constante 
et maximale dans les conditions choisies 
(4, expo max) : dXfdt = 0: certains dispositifs ont 
été conçus pour correspondre à celle situation : Ce 
sont les turbidostats : 

eee D; l'effet de dilution est moins 
important que celui de la croissance : dXdr > 0 [] 
va exister donc un facteur limitant et nu... 
€ Hz expo max: La biomasse tend à augmenter : elle 
peut être autorégulée pour la maintenir constante. 
Ceci a été mis au point dans des appareils comme 
le bactogène imaginé par Monod ou le chémostat 
de Novick et Szilard. 


3.3.2. Turbidostat 


Ce dispositif assure une culture continue à 
Us eupo max Et UNE biomasse constante, X, qui sera 
choisie en phase exponentielle et restera constante 
grâce à une régulation de D. Ce principe est illus- 
tré par la courbe de la figure JH.25 : X est main- 
tenu dans un intervalle de + où - dX dépendant de 
la précision de la régulation de D. L'appareillage 
fie. HL26), très simple, comprend une cellule 
photoélectrique, réglée sur L'X choisi et reliée à la 
vanne d'entrée du milieu neuf. Il s'agit d'une 
autorégulation de D en fonction de la biomasse 
mesurée à la sortie. 
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Figure NLES - Principe du turbidostat : évolution de X 


= X,,00 Choisi en phase exponentielle avec b, 4 
ce - croissance en milgu non renouvelé : 

crossance continue selon le prncipe de turbedostat : 
À varie dé + OÙ = 4. 





3.3.3. Chémostat ou bactogène 


Dans cet appareil, la vitesse spécifique de crois- 
sance n’atieint jamais Le pomax- 4 Valeur est liée 
à la concentration d'un facteur limitant dans là 
chambre de croissance, tous les autres nutriments 
étant en excès. Cette concentration dépend du 
débit de milieu neuf, donc de D éfig. HP 2 7): 

- quand D augmente, la concentration en fac- 
teur limitant s'accroît et la biomasse, elle, diminué 
(on dilue le milieu), et donc, u, 0, augmente (loi 
de Monod} et l'on atteint un nouvel équilibre : 

- quand D diminue, c'est l'inverse et l'on 
atteint aussi un nouvel équihibre. 
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Figure [27 - Évolution de la biomasse, de la concen- 
tation en substrat et de la productivité en fonction du 
taux de dilution de milieu. 


La diminution de la biomasse quand D aug- 
mente, met en évidence une vitesse spécifique de 
dilution « critique », noté D*, au-delà duquel il 
devient impossible de travailler car la biomasse 
tend vers Ü. En effet, si D devient supérieur à D*, 
les cellules sont soutirées plus rapidement qu'elles 
ne croissent et on tend vers une biomasse nulle : 
c'est le phénomène de « lessivage » fwash out}, 
néfaste à la poursuite du processus. 

En termes de productivité, on peut définir deux 
phases : 

- pour une gamme large de vitesse spécifique 
de dilution, phase | : diminution faible de la bio- 
masse, augmentation légère de la concentration en 
facteur limitant et augmentation importante de la 
productivité. Cecr jusqu'à vitesse spécihique de 
dilution maximum : 

— phase 2 au-delà de D... l'augmentation de 
la dilution provoque une dimmution importante de 
la biomasse et donc un abaissement rapide dé la 
productivité. On tend vers DK. 

Il ést donc possible de choisir la valeur dé la 
vitesse spécifique de croissance qui convient le 
mieux en faisant varier D. 

Le dispositif lui-même fie. AL.28) comprend 
un récipent de croissance muni d'un siphon de 
trop-pléinetun système assurant l'admission con- 
ünue de milieu neuf. Après ensemencement, les 
micro-organismes Se muliphént jusqu'à un taux 
limite correspondant à la concentration limite 
d'un facteur nuëritif introduit dans le mulieu. La 
culture reçoit alors du milieu neuf, à un taux 
constant: le volume de milieu frais introduit 
chasse, par le trop-plein, le volume de culture 
microbienne. On en règle l'apport continu en uti- 
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lisant des membranes à perméabilité connue et 
dirigée (sacs de cellophane}. Le système est donc 
autorégulé. Les cellules soumises à une aération 
et à une vigoureuse agitation se multiplient expo- 
néntiellement à une viiesse spécihiqué de crois- 
sance rigoureusement contrôlée par l'apport de 
milieu neuf. L'appareil présente de grands 
avantages : il permet d'obtenir une culture en 
croissance exponentielle mdéfinié et, surtout, de 
contrôler la vitesse de croissance, donc la masse 
mucrobiénne. Ces différentes méthodes sont large- 
ment utilisées dans l'industrie dans des appareils à 
grand rendement, les fermenteurs (voir $ 4.4 1). 


3.3.4. Autres systèmes 


Cepuis ces demières années, d'autres systèmes plus 
sophistiqués ont été mis au pont, nMdamment : 

= le système de recyclage d'une partie des cellules, per- 
mettant en inoculam cotiouellement le chémostar d'opérer à 
Dr, expo © d'obenirune meilleure vülisation du substrat ; 

- le système de chémostuts «en série» (feu. IL 2%) 
Qù Le premier sert ïinoculer le second, permettant ainsi de tra 
vailler dans le deuxième chémostat à viigsse spécifique de 
dilution plus gran qué pu, Éventuellement, dans cé svs- 
ème, on peut envisager d'utiliser deux milieux de culture dif 
férents, Le premier pour l'obtention de biomasse, le séconl, 
plus spécifique, pour obtenir La production de métabolioes : 

les systèmes immobilisés où la rétention en phase ins 

luble des micro-organiames permet d'augmenter la preducti- 
vié du système, l'inconvément maueur résidant dans l'aéra- 
don eficace de ces systèmes, 


3.3.5. Avantages et inconvénients 


des cultures continues 


Le principal avantage des cultures continues 
réside donc dans le fait que la vitesse de croissance 
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peut être contrôlée et indéfiniment maintenue 
ainsi que la biomasse. Ceci va présenter, en aval, 
de multiples autres avantages : 

- études précises des effets dus à des change- 
ments du substrat ; 

- production de métabolites contrôlée avec 
productivité déterminée : 

— suivi précis des constantes cinétiques et de 
l'énergie de maintenance ; 

— réproductibilité des résultats ; 

— Système économique, pas de temps mort ; 

- opumisanon du système facilement mise en 
œuvre par injection de nutriments ou modification 
des paramètres d'action. 

Cependant, ce tableau idyllique souffre de quel- 
ques inconvénients : 

— production de métabolites secondaires pas 
toujours évidente ; 

— agrégation éventuelle des cellules sur les 
parois, pas de croissance équilibrée, ces cellules 
sont en quelque sorte « éliminées + du système : 


— sur une longue période, une culture continue 
peut conduire à la dispantion de la souche initiale 
au profit de nouveaux variants sélectionnés ; 

— problèmes particuliers des micro-organismes 
filaménteux, viscosité et hétérogénené des cultu- 
res : 

— problèmes de contamination inhérents à uné 
longue pénode de culture. 

L'étude des bactéries a connu son plein déve- 
loppement à partir du moment où furent misés au 
point kes méthodes pour les isoler et les cultiver. 
L'examen microscopique n'est qu'exceptionnel- 
lement suffisant pour caractériser un germe él per- 
mettre son dénhfication. 

Dans la plupart des cas, il est nécessaire d'ense- 
mencer le produit à examiner ou lé microbe sur des 
milieux de culture, Ceux-ci contiennent les subs- 
lances nutritives indispensables à la croissance. [ls 
sont disposés dans des récipients en verre de dif- 
férentes formes (tubes, érlenmevers, boites de 
Pétni, fermenteurs) stérilisés au préalable. 


4. Culture des bactéries et des champignons 


4,1. Milieux de culture : 
généralités 


Les caractéristiques des milieux de culture 
varient, de même que leur composition. On les uti- 
lise à des fins diverses : recherche, diagnostic, fer- 
mentations mdustrelles. 


4.1.1. Milieux liquides, milieux solides 


Les miheux de culture sont liquides ou solides. 
Les microbes, au cours de leur développement, 
troublent uniformément Les milieux Tigqudes ou 
encore forment des agglomérats, des dépôts, des 
voiles superficiels. De tels milieux peuvent servir 
au diagnostic (réactions aux tests chimiques), à 
l'étude de la croissance où à des productions 
industrielles, Sur un miligu solide, les microbes 
peuvent former une nappe confluant lorsque les 
germes ont été déposés en grand nombre à sa 


surface ; 51 les cellules bactériennes ont été 150- 
lées, leurs descendants s'accumulent en une 
masse souvent bien délimitée qu'on appelle une 
colonie et dont l'aspect, les dimensions, les con- 
tours et la structure sont autant dé caractères pré- 
cieux qui permettent son identification. 

L'état solide est obtenu en présence d'un poly- 
oside (agar-agar ou gélose) extrait d'algues 
diverses, à une concentration de 1,5%. Cette 
substance possède la propriété de fixer une grande 
quantité d'eau (jusqu'à 500 lens son perds] :; solu- 
ble dans l’eau à 100 °C, elle se gélifie à 40 °C. Les 
nulieux dits gélosés se hquéfient par chauffage à 
l'ébullition et se solidifient aux environs de 40 °C, 
[ls sont transparents et permettent ainsi l'observa- 
tion des colonies. Quoi qu'il en soit, ces milieux 
devront assurer un Aw minimum el lon devra 
donc veiller, lors de leur confection, de leur stoc- 
kage et de leur utilisation, à leur donner un degré 
d'humidité suffisant. 


4.1.2. Composition des milieux 
de culture 


Précédemment (vor $ 112), les micro-orga- 
nismes ont été divisés en deux grandes catégories 
sur la base de leurs exigences nutritionnelles : les 
autotrophes et les hétérotrophes, Les premiers ont 
les besoins les plus simples. Ils possèdent un équi- 
pement enzymatique extrémement élaboré et 
puissant et peuvent synthétiser tous leurs compo- 
sants à partir de substances élémentaires. Les 
seconds, au contraire, exigent pour leur croissance 
les substances qu'ils ne peuvent synthétiser. Ren- 
trent dans cette catégorie la plupart des bactéries 
pathogènes pour l'homme, l'animal et les plantes, 
de même que celles qui font partie de la flore habi- 
tuelle du corps human : flore des vues résprraten- 
res, digestive, buccale, vaginale, etc. 

Les milieux de culture devront donc fournir les 
éléments essentiels à la croissance et, souvent, les 
facteurs de croissance indispensables. [ls seront le 
plus souventisotomques (NaCTà 0,9 et leur pH 
se situera entre 7 et 7,6. 

On distingue trois types de milieux. 

+ Milieux naturels ou « empiriques ». Ils sont 
de composition mal définie. L'exemple le plus 
simple est celui du bouillon nutniuf pour bactéries 
dont la formule est 13 suivante : 


— extrait de viande de bœuf,  5£; 

- pepione trypsique, 10 g; 

— chlorure de sodium, SE: 

- eau disullée, 1 000 mL. 


L'extrait de viande est le produit d'une infusion 
de viande de bœuf, filtrée puis concentrée. Il con- 
tient des substances solubles dans l'eau : glucides, 
composés azolés, vilammines hydrosolubles, sels 
minéraux, dont on ignore la nature et l'importance. 
Les peptones résultent de la digestion chimique ou 
enzymatique de matières protéiques telles que la 
viande, la caséine, la gélatine. Suivant le degré de 
dégradation, elles contiennent des polypeptides, 
des tripeptides, des dipeptides et des acides ami- 
nés. On disungue plusieurs varétés de peplones : 

- la peptone pepsique obtenue par l'action de 
la pépsine en milieu très acide : 

- la péptone trypsique résultant de l'action du 
suc pancréatique qui contient de la trypsine 
comme enzyme protéolytique essentiel : 
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— la peptone pancréatique provenant de 
l'action de la pancréatine, un mélange de trois 
familles d'enzymes (lipase, amylase et tryp- 
sine) : 

- la peptone papaïnique obtenue grâce à la 
papaine, une protéinase stricte extraite du latex de 
Carica papava. 

Dans les milieux pour fermentation industrielle, 
ce sont dés sous-produits ou des résidus agroali- 
mentaires qui sont à la base des milieux comme, 
notamment, les mélasses (issues de la betterave ou 
de la canne à sucre dans les industries sucrières), la 
fanné de soja, dé poisson, de son, l'amidon de 
maïs, le sirop de maltose… 

L'intérêt essentiel de ces produits réside dans 
leur prix de revient (0,20 E/kg pour la mélasse, 
15 E/kg pour les peptones). 

+ Milieux « synthétiques » ou milieux chimi- 
quement défis, par exemple, le mulieu urée- 
indole utilisé lors du diagnostic des entérobacté- 
nées. Il permet la recherche de l'uréase et celle de 
‘indole à partir du tryptophane : 


Es 


- uréé, 20 ; 

— L-tryptophane, 3g: 

— phosphate dipotassique, 18; 

— phosphate monopotassique, 1 8: 

- chlorure de socum, sh: 

- alcool à 95°, EC mL ; 

— rouge de phénol, 25 £; 

- cau distillée qsp, L'OC mL. 


En raison de certaines difficultés de préparation, 
les milieux synthétiques ne sont utilisés que dans 
Les cas indispensables comme l'étude des besoins 
nutritionnels d'une bactérie ou encore les dosages 
de facteurs de croissance. 

+ Milieux « semi-synthétiques ». Dans ce cas, 
ils contiennent en plus certains composés favori- 
sant la croissance comme l'extrait de levure ou 
une peptone, par exemple la gelose EMB (maleu 
de Teague-Levine) : 


- peptone, 0 £g; 

- phosphate dipotassique,  2£: 

- lactose, LEE 

— ÉCSINE, 04 & : 

— bleu de méthylène, Q,06$ £g ; 
— AgAr-Apar, 15 £ ; 

- cau distillée qsp. L OO0 mL. 


4,9, Recherche et 
identification des bactéries 
et des champignons 


4.2.1. Types de milieux et utilisation 


Les milieux peuvent être aussi classés en fonc- 
tion de leur utilisation. 

+ Milieux « sélectifs ». Ce sont des milieux qui 
permettent la croissance du micro-organisme que 
l'on recherche en inhibant le développement des 
autres germés. [ls contiennent donc des agents 
sélectifs que l'on appelle encore des inhibiteurs 
tels le cristal violet, le vert brillant, les sels biliai- 
rés, les antibiotiques (cohmycine, chloramphéni- 
col}. Quelquefois, c'est la concentration d'uné 
substance qui donne l'effet mbhibiieur : tel est le 
cas des milieux hypertoniques (NaCT). En voici un 
exemple, le milieu dé Chapman : 


= peptone, 10 g: 

- extrait de viande, lg: 

— NaCI, TE 

— mannitol, 10£g; 

- rouge de phénol, 0,025 g: 
— ACAT-ALAT, 15£g; 

- cau distllée gsp, 1 000 mL. 


L'agent inhibiteur est le chlorure de sodium à 
concentration de 75 % qui permet principalement 
la culture des Sraphylococcus. 

Le milieu de Drngalski contient le cristal violet 
comme inhibiteur, Il sélectionne les germes à 
Gram négatif en inhibant de façon spécifique les 
bactéries à Gram positif, 

Les agents sélectifs de ces milieux agissent sur 
la vitesse spécifique maximale de croissance qui 
est diminuée pour tous les germes (peu ou moyen- 
nement pour ceux qui séront sélectionnés, beau- 
coup et mème totalement pour ceux qui seront 
inhibés). 

* Milieux « d'enrichissement », On parle 
aussi de milieux d'enrichissement pour désigner 
certains milieux liquides qui contiennent des 
agents Sélecufs et qui sont destinés à ennchur le 
milieu en germe recherché, Un exemple en est le 
milieu de Muller-Kaufmann : 

— bouillon de viande, 

— carbonate de Ca, 


900 mL : 
0,50 £ : 


- thiosulfate de Na à S0 %, 100 mL : 
— solution iodo-iodurée, 20 mL : 
— vert brillant, 0,01 g : 
— bile, 30 mL. 


Ce milieu est destiné à la recherche des Salma 
nella par coproculture. [l permet l'ennichissement 
en Salmonella et inhibe les autres espèces fécales 
à Gram posiuif et à Gram négatif. 

Le milieu agit là aussi par ses composés spéci- 
fiques sur la vitesse spécifique maximale de 
croissance, celle des germes recherchés sera peu 
touchée alors que celle des autres germes sera sen- 
siblement réduite, ce qui permet en quelques heu- 
res d'augmenter la proportion relative des germes 
cherchés. 

* Milieux d'« isolement » et d'« identifica- 
tion ». Les premiers sont des milieux solides de 
composition simple sur lesquels de nombreux 
micro-organismes peuvent se développer. Le plus 
répandu pour l'isolement des bactéries ést sans 
conteste la gélose nutritive que l'on prépare à par- 
ür d'un bouillon nutritif et d'un agent de solidifi- 
cation, l'agar où la gélose. Les bactéries dissémi- 
nées à la surface d'une gélose nutritive forment 
autant de colonies qu'il y avait initialement de cel- 
lules. Ces colonies, lorsqu'elles sont isolées, per- 
mettent de préparer des cultures pures ; elles sont 
le point de départ d'une étude systématique abou- 
tissant à l'identification. Pour les levures et les 
moisissures, Le milieu « pomme de terre-glucose » 
et celui de Sabouraud (peptone-glucose) sont les 
plus répandus. Les milieux sélectifs solides sont 
écalement utilisés pour l'isolement des espèces. 
On a de plus en plus recours à eux parce qu'ils 
facilitent et accélèrent là recherche, Par exemple, 
l'isolement particulier des levures ou des moisis- 
sures, souvent présentés dans des milieux polymi- 
crobiens, conduit à utiliser des milieux d'isole- 
ment du type « pomme de terre » mais à pH acide, 
ou addinonnés d'anthiotique (Sabouraud + sen- 
tamycine). 

D'autres milieux sont appelés milieux d'iden- 
tification parce qu'ils servent à mettre en évi- 
dencée une où plusiéurs propriétés chez un micro- 
organisme précédemment isolée. Ils existent en 
grand nombre : certans permettent de rechercher 
l'utilisation ou la fermentation d'un sucre, la pro- 
duction de gaz (hydrogène sulfuré), la formation 
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d'indole, d'acétylméthylcarbinol  acétoine) ; 
d'autres servent à démontrer la présence d'une 
enzyme (décarboxylase, désaminase, gélatinase, 
mtratase, hémolysine), Certuns milieux d'isole- 
ment pourront permettre aussi de contribuer à 
l'identification par mise en évidénée de caractères 
culturaux particuliers, par exemple le milieu de 
Sabouraud addinonné dé tmphényltétrazotium uti- 
lisé pour la différenciation rapide des Candida. 


4.2.2, Caractères culturaux 


L'aspect macroscopique des cultures sur milieu 
solide constitue encore une part importante de 
l'identification d'un micro-organisme. 

+ Bactéries. Sur milieu solide, après culture en 
surface (isolement), on peut caractériser les bac- 
téries selon l'aspect des colonies formées, Plu- 
sieurs cnières peuvent être alors envisagés : 

- la tulle : 

— lalonme : punctiforme, ronde réeulière, dente- 
lée régulière (station radiale ou concentrique} : 

— l'aspect: colonies rugueuses, où R (de 
l'anglais rough}, à surface irrégulière : colonies 
lisses, ou $ (de l'anglais smoethi, à surface lisse, 
brillante et régulière : colomes muqueuses, ou M, 
à l'aspect gras et coulant, Ces différences sont 
dues à la composition de La paroi et à éventuelle 
présence d'une capsule (voir chap. IT Il faut pré- 
ciser cependant que cet aspect n'apparaîtra pas sur 
tous les milieux d'isolement, la composition avant 
une grande influence sur le développement des 
colonies : 

— l'éventuel envahissement du milieu : 

= le volume: colonies bombées ou plates, 
étalées : 

- la couleur : selon l'élaboration d'un pigment 
(voir chap. IE}. 

+ Levures. On retrouve ici les mêmes critères 
d'identification que pour lés bactéries. Cependant, 
certains milieux peuvent aider à la mise en évi- 
dence de caractères culturaux : colonies de cou- 
leur rouge plus ou moins intense des Candide sur 
milieu de Sabouraud additionné de triphényltétra- 
zolium. 

* Moïisissures. Dans ce cas, on travaillera sur 
muheu solide ensemencé par «touchés » et sur 
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milieu pauvre pour éviter le risque de perte des 
caractères culturaux. Les critères sont examinés à 
l'œil nu ou sous loupe binoculaire. On notera la 
vitesse de croissance, la couleur et ses variations 
en fonction du temps, la couleur de l'envers des 
cultures, la texture de la surface, les éventuels 
changements de couleur du milieu. 





4.23, Culture des bactéries anaérobies 


Les bactéries anaérobnes ne tolérent pas la pré- 
sence d'oxygène. On les cultivera en milieu solide 
profond où en milieu réduit ou encore en atmos- 
phère anaérobie. 

Les milieux solides profonds sont des colonnes 
de muheu gélosé de 12 à 15 cm dé hauteur dans des 
tubes fins (180 x 9 mm). On les fait fondre au bain- 
manie boullant pour Les ensemencer et en mème 
temps pour les régénérer, c'est-à-dire éliminer les 
gaz dissous, en particulier l'oxygène. Sur ces 
milieux, les bactéries anaérobies strictes cultivent 
dans la zone profonde de la gélose jusqu'à 1 em 
environ de la surface (voir $ 1.4,3,1. Elles peuvent 
ainsi étre isolées pour leur étude ultérieure. 

Les milieux liquides servent habituellement à 
l'enrichissement ou à l'identification. [ls contien- 
nent des réducteurs comme le chlorhydrate de cys- 
téine ou des fragments d'organc (cervelle, for]. 
[ls séront toujours régénérés avant usage. Après 
ensemencement, on recouvre la surface d'un bou- 
chon de paraffinée stérile préalablement fondue 
pour assurer une meilleure atmosphère anaérobie. 

Pour faciliter les opérations d'isolement, de 
repiquage et d'identfication, on peut avoir 
recours, comme en aérobiose, à des milieux coulés 
en boîte de Pétni. Pour les méttre à l'abri de l'oxy- 
gène, le procédé actuellement le plus répandu est 
celui de la jarre anaérobie (fie. JL 40), C'est un 
récipient hermétiquement clos où l'anaérobiose 
est obtenue par dégagement de CO, et d'hydro- 
gène provenant de l'hydratation d'un mélange de 
bicarbonate de sodium, d'acide tartrique «et 
'hydrure dé bore. 


4.2.4. Bactéries viables non cultivables 
(BVNC) 


Les germes cultivables représentent de 0,1 à 1 % 
de la réalité microbiologique d'un prélèvement. 





Figure Il.30 - Jarre pour culture des bactéries anaéro- 
bies (système Gaspak). 


D'anrés. LL, Bourdon et N March, Techoques bactérologioques. 
Doin, Paris). 


Dans les sols, ce n'est en général que 0,3 % et dans 
les eaux douces que 0,25 % de germes qui sont 
cultivables, Mëme dans les boues activées, cette 
part reste inférieure à 15 %. Actuellement, on con- 
naït 40 grands groupes microbiens dont la plupart 
ne le sont que par les ARN 165 obtenus après 
amplification. 

Les BVNC n'ont cependant pas perdu leurs 
facultés de multiplication, voire de pouvoir 
pathogène lorsqu'elles rencontrent un milieu 
favorable, Ce sont souvent des bactéries 
« stressées » par les conditions du milieu où elles 
se trouvent ou par le transfert sur un milieu de cul- 
ture auquel elles n'arrivent pas à s'adapter. Par 
contre, fr vive, on observe souvent la reprise de la 
croissance pour peu que l'environnement leur en 
laisse le temps. 


4.3. Obtention et conservation 
des cultures pures 


Les techniques d'étude et d'utilisation indus- 
inielle des micro-organismes exigent toujours 
l'obtention de souches pures, les produits patho- 
logiques, alimentaires, échantillons du sol ou pré- 
lèvements d'air ou d'eau contenant une très 
grande variété d'espèces. 


4.3.1. Obtention des cultures pures 


Elle nécessite l'isolement et la caractérisation 
précise de la souche que l'on veut purifier. 

Techniquement, il est possible d'utiliser deux 
types de méthodes d'isolement : par dilution en 
milieu Biquide et par épuisement en surface d'un 
milieu solide. 

* En milieu liquide. Imaginée par Pasteur en 
1862, cette technique a connu un grand succès et a 
êté utilisée notamment par le célèbre chirurgien 
anglais Lister. Le produit d'où l'on veut isoler la 
souche est dilué dans un milieu stérile (dilutions 
« en cascade » de 10 en 1). On estime que statis- 
tiquement, à un certain moment, on obtiendra des 
cultures provenant d'une unique cellule, On peut 
augmenter la probabilité de réussite en ensemen- 
çant plusieurs milieux à partir de chaque dilution. 

C'est sur ce principe que repose le dénombre- 
ment des E. coli dans l'eau ou les substances ali- 
méntares. Néanmoins, cette méthode reste très 
aléatoire, voire inutilisable, dans le cas des cham- 
pisnons flamenteux. 

* Sur milieu solide. C'est la technique classi- 
que d'isolement en surface par la méthode des 
stries. À l'aide d'un fil métallique bouclé (0ëse ou 
anse), on dépose une pelle quantité de ruheu à la 
périphérie de la surface d'un milieu solide coulé 
en boite de Pétn. On réalise ensuite des stries 
parallèles et serrées en continu vers le centre de la 
boîte, ét ceci par moitié (fig. HL31). Après incu- 
bation, on obtient des colonies isolées là ou l'on a 
épuisé le dépüt. 

Cette technique reste un passage obligé vers 
l'obtention de souches pures, surtout pour les bac- 
ténes et les levures. Pour les moisissures, elle 
devra être adaptée, vu leur type particulier de mul- 
tiplication. De plus, le caractère polymicrobien de 
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Figure NLS1 - sement. 
a: méthodes des sites ; ©: résultat obtenu. 


nombreux produits amènera à utiliser des milieux 
sélectifs. 

Isoler ne suffit pas, car on ne se fonde que sur 
l'aspect morphologique en culture et sur le fait que 
l'on considère qu'une UFC provient d'une seule 
cellule et, donc, qu'elle est formée de cellules 
identiques en tous points. Pourtant, rien n'est 
moins sûr. On pratiquera donc de nouveaux isole- 
ments à partir d'une UFC et, surtout, on caracté- 
nisera la souche isolée : caractères morphologi- 
ques, culturaux, biochimiques, antigéniques, 
lysotypiques, ribotypiques, génétiques. On devra 
impérativement, avec ces différentes techniques, 
réaliser un « criblage » précis des souches isolées. 


4.3.2, Conservation des souches pures 


Les laboraioires ont le désir et le souci de con- 
server les cultures des différentes espèces micro- 
biennes isolées. Ces cultures servent de souches 
de référence, 

Elles sont fréquemment utilisées soit pour 
l'enseignement, soit pour le contrôle, soit pour la 
recherche, soit pour la production industrielle. 
L'intérêt de se référer à des souches standards est 
devenu si évident que des organisations nationales 
ou internationales se sont créées à cet effet, Leur 
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but est le maintien en culture pure de micro-orga- 
nismes tels que les levures, les champignons infé- 
rieurs, les bactéries, les rickettsies et les virus. 
L'une des plus célèbres est l'American Type Cul- 
ture Collection (ATCC) située à Rockville, aux 
Etats-Unis. En Angleterre, la plus connue est la 
National Collection of Type Cultures (NCTC) de 
Londres et, en Allemagne, la Deutsche Sammlung 
von Micro-organismen und Zellkulturen (DSM), 
sise à Braunschweig. En France, la plus impor- 
tante est celle de l'Institut Pasteur de Paris. 
Lorsqu'une nouvelle espèce est isolée, il est 
recommandé de l'envoyer dans plusieurs de ces 
collections internationales pour la faire connaître. 
Un protocole très précis est alors utilisé pour son 
incorporation dans la collection (rh, {IL 10), 

Plusieurs possibilités sont offertes aux collec- 
tionneurs pour maintenir les souches en survie et 
leur conserver toutes leurs propriétés. 

* Conservation à + 4 °C. C'est un procédé peu 
efficace, voire dangereux. En effet, de nombreu- 
ses caractéristiques des souches disparaissent 
rapidement, des mutations ont lieu à des taux pou- 
vant dépasser 10 % en quelques semaines seule- 
ment. 

On peut simplement cultiver les micro-organis- 
mes sur des milieux adaptés et les transférer pério- 


Tableau (1.10 - Schéma général du protocole suivi lors de l'incorporation d'une souche dans une collection offi- 


celle. 


Dépôt 


Cr 


Congélation 
Azote liquide 


Céterminauon des condiuons de culture 
Contrôle de pureté 


Congélation transitoire d'une biomasse viable 


' 


Caractérisation de référence, analyses comparatives (SDS-PAGE) 


Lot primaire 
Congélation Azote liquide 


Comrèles de pureté 


| Préparation biomasse formolée et lyophiliséc 


' 


Caractérisation chimimtaxonomique 


Lots secondaires 

Cangélaton on ————_— y 
lyophilisation 
(EE à 84 échantillons 


Contrôles de pureté 
Contrèles de lots : viabilité, isolements, curactérisations 


| Contréles spécifiques 
Accord de conformité 


Remise d'échantillons 





diguement sur des milieux neufs (repiquages suc- 
cessifs). [| est nécessaire de bien connaître le 
milieu le plus convenable, la température la plus 
favorable et la durée limite de stockage. La des- 
siccation du milieu est évitée en bouchant soi- 
gneusement l'onfice dés tubes de culture ou, 
mieux, en les scellant au chalumeau. La culture est 
conservée à l'abri de la lumière ou à la température 
du laboratore ou, dans Les meilleures conditions, 
au réfrigérateur (+ 4 °C]. 

Le milieu de culture est, dans le cas le plus géné- 
ral, une gélose nutritive inclinée, ensemencée en 
plusieurs points, ou une gélose nutritive en culot, 
enséméencée par piqûre centrale. 

Ainsi peut-on procéder avec les bactéries à 
croissance rapide comme le sont les entérobacté- 
nies, les Sraphrlococcus, etc. Pour de nombreux 
autres germes, on aura recours à des milieux 


particuliers : sérum coagulé pour les Corynebac- 


rerium, gélose pomme de terre pour les Brucella, 
gélose sans peptone pour les Bacillus, etc, 

Cette méthode peut être améliorée et utilisant 
milieux et conditions de culture maintenant les 
micro-organismes dans un état physiologique et 
métabolique réduit, 

On à pu ainsi conserver de cette manière 
divers champignons filamenteux durant plus de 
25 ans. 

Pourtant, par cé procédé, on peut pérdré certal- 
nes des caractéristiques de la souche, Par exemple, 
Son. griseus perdra 50 % de sa capacité à produire 
de la streptomycine au bout de 4 repiquages et 
pour ainsi dire la totalité de cette propriété au bout 
de 10! 

* La dessiccation, procédé simple à mettre en 
Œuvre, consisté à déshycdrater en utilisant la cha- 
leur sèche ou dés produits chimiques commé 
l'anhydride phosphorique. Pour cette opération, 
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les micro-organismes sont disposés sur des sup- 
ports inertes (Kieselguhr, bandes de papier, cylin- 
dres préséchés d'amidon, de dextrane, disques de 
gélatine, billes de verre, etc.). 

* Lyophilisation. C'est un procédé de conser- 
vaton des produits biologiques par dessiccation 
sous vide à basse température. Ici, les suspensions 
dé micro-orgamsmes sont tout d'abord congelées 
à basse température puis mises sous vide, L'abais- 
sement de la pression en déssous du point d'équi- 
libre, dit point triple (p = 610 Pa, 4 = 0,01 °C} 
(fie. Mi S2+, entrainé une sublimation de la glace, 
c'est-à-dire son passage de l'état solide à l'état 
gazeux sans passer par la phase liquide. La phase 
de désorption permet d'éliminer l'eau restante 
(eau liée). Pratégées de l'oxygène, de l'humidité 
et de la lumière, les suspensions peuvent ainsi être 
conservées pendant très longtemps (en ampoules 
scellées sous vider, Malgré tout, les micro-orga- 
nismes subissent, au cours de ce processus, de 
grandes variations d'environnement qui vont 
avoir pour conséquences des altérations sensibles 
autant d'ordre phénotypique que génotypique. Il 
sera donc nécessaire de les contrôler de façon 
régulièré ét ngoureuse, 

- Congélation. Deux paramètres importants 
parmi d'autres conditionnent la mise en œuvre de 
ce procédé : le choix de la température et, surtout, 
la vitesse d'abaissement à la température choisie 


gp (Pascal) 


Lkjquide 
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TC) 


C — À : Sublimalion 
D — E : Diésorption 


À —+ B : Congélation 
B — €: Mise sous vide 


Fiquee 11.32 - Variation de la tension de vapeur de l'eau 
en fonction de la température. 
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pour conserver dans les meilleures conditions les 
structures cellulaires, M convient de congeler à la 
température la plus basse (souvent — 80 °Chet d'y 
parvenir dans les délais les plus brefs. 

De plus, l'addition d'agents dits crvoprotec- 
teurs permettra d'éviter au maximum les altéra- 
tions cellulaires dues au refroidissement, Mais ces 
agents seront d'autant plus efficaces que la vitesse 
de congélation sera faible. 

En général, on travaille avec une vitesse de 
1 °C.min-! jusqu'à — 30 ou — 40 °C avec, comme 
agent protecteur, du glycérol à 107% ou du DMSO 
(diméthylsulfoxyde). Ensuite, les souches conge- 
lées seront consérvées sous azote liquide à — 
196 °C ou sous vapeur d'azote à — 120 °C. Pour 
leur remise en culture, il sera préférable d'assurer 
une décongélation à plus rapide possible. 

Leiaheau HE TT indique la méthode de conser- 
vation des souches, 


4.4. Fermentations industrielles 


La croissance continue, séduisante dans son prin- 
cipe, a reçu des applications industrielles que l'on 
qualifie de fermentations (quelquefois à tort). 

Dans la fermentation discontinue par exemple, 
oncultive les micro-organismes dans une cuve (ou 
fermenteur), souvent de grand volume, pour les 
récolter où extraire Les produits formés après une 
période de temps déterminée, Ces fermenteurs 
appartiennent au groupe de ce que l'on appelle les 
bioréacteurs, enceintes permettant la culture de 
tous types de cellules (animales, végétales, mcro- 
organismes) et qui doivent répondre à des critères 
stricts de conception permettant d'influer effica- 
cement sur la culture (volume supérieur au litre, 
enceinte stérile, aération et agitation modulables) 
ainsi que de contrôler et dé piloter les paramètres 
physiques et chimiques de la culture (température, 
aération, agitation, pH, substrats, produits, etc}. 


4.4.1. Bioréacteurs 


4.4.1.1, Généralités 


Enceintes hermétiquement closes, les bioréac- 
Leurs doivent permettent une stérilisation facile et 
le maintien de l'asepsie pendant toute la durée de 


Tableau 1111 - Méthodes de conservations de souches bactériennes généralement utilisées. 


—— 


Important : — Milieu pas trop riche 
- Contenant bien bouché 





— Siockage à température constante 
- Stockage à l'abri dé la lumière 





Durée courte: — Pour expédition — milieu de transport (WF ou spécial} — 3 jours 9 ambiante 
— Au laboratoire — milieux spéciaux adaptés au germe : 
ex. : Macmrenhilus, séloss gélatine + 1 à ? semaines à 47 °C 
ex. : Anaérobies sporulées, VE — 1 à 2 mois à 4 °C 


Durée moyenne : — Milieux spéciaux 


ex. : Brucella, gélose pomme de terre — 3 mois à 22°C 

ex. : Corynébactéries, sérum coagulé = #8 à 12 mois à 22 °C 

ex, : Preudemenars, macération gélatine de Légroux — 12 à 24 mois à 4 0 
Congélation — 20 °C'à — 70 °C + suspension 10% glycérol = plusieurs mois 
Milieux de conservation — piqüre centrale en gélose 

ex. : Staphylocoque — 4 à 6 mois à 22 °C 

ex. : EE cholérae —+ 3 mois à 22 80 


Milieux de conservation — piqûre centrale en gélese 
ex. : Entérobactéries — 1 ans à 22 0 
Spores — pélose sans peplons ou terre 


ex, : Hacillus — illimitée 


Lyophilisation + variable selon espèces dé 4 ans (halophiles) à EC ou 20) ans 
Cru — ct CGiram +) 


Congélation azote liquide — 196 °C — miheu liquide 10 % DMSO-Glycérol 
— illimitée fi congélation lente, décongélauon rapide 


la culture, [ls doivent également résister aux vihra- 
tions (lors de l'agitation), aux surpressions et à la 
corrosion. En général, le volume utile ne repré- 
sente que les 4/5 du volume total de la cuve. Pour 
les petits volumes (< 10 L} la cuve est en général 
fabriquée en verre. Pour les volumes supérieurs, 
ce sont des enceintes en métal inoxydable avec des 
hbublots permettant un contrôle visuel de la culture 
(fie. HI33) 

Pour les petits bioréacteurs, la stérilisation de 
l'ensemble (cuve + milieu} pourra être assurée par 
autoclavage sous pression à 120-125 °C, Les bio- 
réacteurs plus importants pourront Etre constitués 
d'une double enveloppe permettant une circula- 
tion de vapeur autour du corps de l'appareil ou être 
pourvus d'une simple résistance métallique plon- 
geant dans lé mulicu (dans ce cas, on procédera à 
une tyndallisation en évitant ainsi la détérioration 
du milieu) où encore on procédera à une injection 
directe de vapeur sous pression par le système 
d'aération. 





Toutes les entrées (substrats, antimousse, no- 
Culum, aération, bases ou acides, ete.) devront être 
stérilisables et ne pas comporter d'espaces morts. 
Il en sera de même des sorties (prélèvement). 

Il existe ainsi plusieurs types de bioréacteurs 
selon que l'on travaille en milieu liquide, en 
nulieu solide où avec des systèmes immobilisés, 


4.4.1.2. Systèmes en phase fquide 


Trois procédés peuvent être utilisés : 

- culture en discontinu (barch en anglais) à 
volume constant sans renouvellement de milieu. 
En fin de culture, tout est traité et le bioréacteur 
doit être nettoyé et stérilisé pour une prochaine 
culture (ie, AL 341: 

- culture en discontinu alimentée (fed-Batch 
en anglais} avec addition contrôlée de certains 
composants en cours de fermentation ; 

- culture continue — turbidostat et chémostat 
{voir & 2.4.) On pourra, dans le cas de production 
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Fioure (L33 - Fermenteurs industriels. 
Bocument AMF OAS-FFRANTCE), 


de métabolites secondaires, utiliser des systèmes 
« multi-étages » mettant en batterie plusieurs fer- 
menteurs en continu (fe, (129) 

À l'heure actuelle, ce sont les systèmes en dis- 
continu qui présentent à la fois le plus de flexibi- 
lité, de simplicité de conception et de sécurité, 
mais ceci au détriment du coût pour lequel les sys- 
tèmes en continu, surtout le chémostat, sont le plus 
rentables. 

Dans ces systèmes, l'agitation est un facteur 
essentiel de la réussite de la culture. Le choix de la 
vitesse et du type des pales est important. Pour les 
micro-organismes, dont les cellules sont relative- 
ment résistantes, on utilise des agitateurs dé type 
radial (fe. {35 ) et une vitesse importante. Cette 
agitation est également primordiale pour l'effica- 
cité d'aération mais, dans certains cas, elle peut 
présenter un gros inconvénient créant des forces de 
cisaillement trop importantes, Les systèmes méca- 
niques peuvent être alors remplacés par l'agitation 
par air (aér-lift} : système d'injection d'air par le 
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bas frower]) utilisé par exemple dans la production 
d'acide citrique par À. niger (fie. DL 36), système 
d'injection par le haut (deep shajt reactors) dans le 
cas du traitement des eaux usées. Ces systèmes, 
très répandus pour les cultures de cellules animales 
et végétales, présentent en plus des avantages 
nombreux : augmentation de la dissolution de 
l'oxygène, risque de contamination diminué (pas 
d'arbre d’agitation), travail en très grand volume. 
Le gros inconvémient de ces systèmes est leur coût 
élevé. 


4.4.1.3. Systèmes en phase solide 


Dans cs systèmes, les substrats sont simplement hurmudi- 
Gés et non solubilisés où en suspension, Traditionnellement, 
ils sont ulilisés depuis fort longtemps en Asie (fabrication du 
vin de niet. Les substrats le plus utilisés sont les grains de 
céréales, les copeaux de bois, la paille... 

Les micro-organismes doivent avoir la particularité dé pré- 
séntér uné tolérance à un Aw Faible ; c'est le cas des charmpi- 
enons flamenteux et des levures. 

Plusieurs types de systèmes sont utilisés : colonnes à lit 
fixe, plateaux, Écrmenteurs rotatifs… (fig. HET 

Leurs pnncipaux avantages résident dans leur simplicité, 1 
fonte productivité obtenue et le peu d'énergie exigée. Far con- 
tré, le contrôle s'avère aléatoire, la contamination facilement 
possible et il est rés difficile de travailler avec de très grands 
volumes. 


4.4,1.4. Systèmes immobilisés 


La mise au point de ces systèmes présente, au niveau théo- 
rique, plusieurs avantages : 

- conservation du matériel biologique en fin de culture 
ainsi réuthisablé pour d'autres cycles : 

- opérations de récupération des produits facilitées, la 
souche n'étant pas dispersée dans le malreu réactionnel ; 

— accroissement de la densité cellulure et dés vitesses de 
TÉACTECML., 

En principe, tous les Evpes de cellules peuvent Être immo- 
bilisés par des processus divers, dénivés des techniques utali- 
ses pour les immobilisations d'enzymes. Quatre types 
d'immotulhisations peuvent étre utilisés : 

— l'adsorption, qui est un processus fort ancien utilisé lors 
de la fabncation du vinaigre, dans lequel les Acérehaérer sont 
adsorbés sur des copeaux de hètre. Maintenant, on utilise des 
billes de PVC (éc. corshergenis : Fabrication de bière), de 
DEAE cellulose (Nacardio ervhropolls : conversion de sté- 
rodesi. des rafles de mais... ; 

— l'inclusion, avec incorporation des micro-creanismes 
dans uné matrice d'un polymère rigide tel qu'alginnic de 
sodium ($c cerevisece : production d'alcool. Methanesarcine 
Barker : production de méthane}, polyacrlamide (Arthrobec- 
rer snplex : production d'hydrocortisonc, # subrilis : produc- 
tion d'o-umylase, À. miger : production d'acsde cirque) : 


Stérilisation (en continu) ou préparation 
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Figure lIL3S = Schéma d'un fermenteur en discontinu et de ses accessoires. 
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Figure 1135 - Systèmes d'agitation de type radial. 
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Fiqure 1.36 - Agitation par air (air FA) de type tower. 


= [a liaison covalente qui, bien au point pour la fxadon 
desenrymes, est moins dülisée pour Les micro-organismes. [l 
s'agit d'unc luson chimique irréversible qui met én jeu 
notamment es groupements des chaînes lmtérales des acides 
aminés ct un « Migand + fixé sur Le support, Qutré l'irrévérsi- 
bilité, ce système présente l'inconvénient d'utiliser comme 
ligand des résctifs souvent toxiques pour les micro-cryanis- 
TTrES ; 

la Moculation, système par lequel on provoque l'agré- 

gation des cellules, par exemple par l'addition de polyélec- 
tolyies (chitosane), Elle met en jeu des liaisons bydrogènes et 
de Van der Waals. Elle est notamment utilisée dans le truite 
ment des eaux résiduaires en « boues activées », 

Divers procesous sont utilisés : 

- réacteurs à Mt Me ie. LIL Ja: entassement des 
billes dans ang colonne, laération et les divers contrôles étant 
cfectués par un système cxLemné : 
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- réacteurs à lit fuidisé où l'on évite un colmatage des 
billes en ajustant leur densité et la vitesse d'écoulement, ceci 
pérnettant de meilleurs transferts de matière : 

— réacteurs à fibres creuses (2. 11.588; : on fait cir- 
culer ke milieu de culture au travers de fibres creuses où les 
cellules se développent ; 

- réacteurs à plaques semi-perméables, voisin du pré 
cédent, les fibres étant remplacées par des membranes semi- 
pérméables, 


4.4.2, Mesure et contrôle 
des paramètres de culture 


C'est un aspect fondamental des fermentations 
indusmielles permettant d'arriver à une optimisa- 
tion maximale des cultures. Tous les paramètres 
doivent être contrôlés, c'est-à-dire mesurés avec 
précision, ét, pour certains, plotables avec effica- 
cité. 

Leur mesure fait appel soit à des capteurs spé- 
cifiques, où sondes, sensibles aux variations des 
paramètres à mesurer, Soit à une technique externe 
après prélèvement d'un aliquot de culture. 

Utilisant généralement un signal électrique, les 
sondes doivent être précisément calibrées, fiables 
et donner des renseignements exacts. Elles sont en 
général connectées au système de pilotage et de 
régulation de la culture. 

L'utilisation in st de ces sondes reste cepen- 
dant très délicate : installation coûteuse et com- 
plexe (électrolytes, membranes à changer...}, 
manten de la sténhité., Bien souvent, on aura à 
s'orienter vers des systèmes de mesure après 
prélèvement et, ainsi, l'usage d'échantillonneurs 
automatiques pouvant effectuer plusieurs dosages 
à partir d'un seul prélèvement se répand de plus en 
plus, 

La régulation est assurée par les divers systé- 
mes imposant les paramètres choisis à la culture 
ichautfage-refrondissement, aération, agitation, 
adjonction d'acide où de base, antimousse, etc}. 
Ces systèmes répondront aux indhcations des son 
des en fonction de la valeur du paramètre qu'on 
leur aura indiqué (point de consigne, intensité et 
rapidité de la réponse). 

Le rablecu LE 17 indique les types de systèmes 
de mesure des paramètres physico-chimiques et 
leurs systèmes de régulation éventuelle. Le 
sebleau HEIS donne les principaux paramètres 
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Figure NLS7 - Systèmes en phase solide. 
a: plueaux : b:lerrmenteurs rotatits. 


biochimiques et biologiques mesurés et les tech- 
niques appropriées. 


4.4.3. Phénomènes de transfert 


L'aération, l'agitation, les transferts de chaleur et be con- 
tôle de La formation des mousses représentent des éléments 
important de la réussite d'une culture en bioréacteur ; 1 ést 
donc primordial de savoir les maltnscr correctement. 

+ L'aération Le transfert correct de l'oxygène vers les cel- 
lules est un élément essentiel pour une fermentation indus- 
Wiells. L'oxvseène se dissout mal dans l'eau (maximum 
1Ù mg.L-, H faut donc en fournir en permanence en maîtri- 


Aoue caoutchoutée Fous caoutchoulée 
moinice de SUPPOr 


sant bien la façon dont il va étre transféré aux cellules, Ce trans- 
Fent « gas-liquide » peut être évalué par le mesure d'un pare- 
mètre, ke Ka, coefficient de transfert de masse voluméirique 
exprimé en hi Il varie en fonction du débit de l'aération, de 
la viesse d'agitation, de la température et de la technique du 
bioréacteur, Il sera donc important de connaître au préalable 
comment ce paramètre évolue et, aussi, de Le contrer pendant 
La culture. 

° L'agitation. Pour assurer une bonne optimisation de [a 
culture, le facteur homogénésation est essentiel. I faut en 
effet assurer un accès optimal des cellules aux subetrats et à 
l'oxveène, et évier les mauvaises répartitions cellulaires, Il 
faudra donc prendre en considération le lype d'agitaton 
choisi en fonction des cellules, son intensité et la composition 
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Figure NLSE - Systemes immobilisés. 
a: fixe ; D: fibres creuses. 


physique du milieu (viscosité) qui pourra être amenée à se 
modifier (excrénon de polymères, développement de mycé- 
hum...) Ce facteur important peut être quantifié par un para- 
mètre, le nombre de Reynold, fonction de la vitesse d'agita- 
tion, du diamètre du système d'agitaon (pales), de la densité 
cellulaire du milieu et de sa viscosité. 

* Le transfert dé chaleur. Pour assurer en permanence 
aux cellules une température optimale, il est nécessaire non 
seulement de posséder un système de chauffage efficace mais 
aussi de permettre une élimination de la chaleur dégagée par 
les micro-organismes en métiant en place un système de 
refroidissement (voir # 4.4.2.) Le transfert de chaleur dépen- 


I 





Chaarturnees C'ircecuR Ho 





Fibre crouss 


dra donc de la qualité de ces systèmes ainsi que de la géomé- 
trie de La cuve et des caractéristiques du milieu, de l'agitation 
et de l'aératon. Ainsi, en présence de cellules fragiles pour 
lesquelles on sera obligé de diminuer la vitesse d'agitation, on 
Sera amené à augmenter la hauteur de La cuve par rapport à son 
diamètre afin d'accroître la surface de contact entre le sys- 
ème de refroidissement et le milieu. 

“ Les mousses. Leur appañition dépend essentiellement de 
deux facteurs : la composition du milieu (protéines) et l'inten- 
sité d'aération, Comme elles empéchent l'élimination du COL, 
produit et risquent d'occasionner des débordements. il faut 
absolument les éliminer, On utilise pour cela des silcones ou 


Tableau 1.12- Méthodes de mesure dé principaux paramètres physicochimiques contrôlés et éventuellement 


Température 


Agilation 
| ou dé positionnement Coprique) 


Volume de milieu 


piézo résistance 


Mousse Sonde à résistance électrique 
| Viscosimètre 


Électrode 


Wiscosité 


pH 


©, dissout 
CO, dissout Électrode type pH avec solution 
de tampon bicarbonate 

ons Électrodes sélectives 


Gaz à La sorte 
analyse infra-rouge (CO,) 





Thermomètre à résistance en platine 


Capteurs de proximité (électrique) 


Électrode type électrode de Clark 


Analyseur paramagnétique (0). 


Bésistance plongeant où double enceinte 
à circulation d'euu chaude. 

Circuit d'eau froide commandé par 
électro-vanne 


Moteur électrique f axe j pales 


Vidange 


Injection d'anti-mousse 


Injection acide où base par pompe 
péristaltique 


Aération 


Tableau 1.13 - Méthodes de mesure des paramètres biochimiques. 


Électrodes spécifiques à enzyme immobilisée 


Fluorimétrie en sortie sur prélèvement 
Bioluminescence en sortie sur prélèvement 
Chromatographie en phase gazeuse (CPBG} en sortie 


Chromatographie à haute pression en phase liquide 
CHPLC) en sortie 


Examen microscopique en sortie sur un prélèvement 


Cénombrement dés micro-organismes en sortis sur 
un prélèvement 


Biomasse en sortie sur un prélèvement 


des huiles, en s'étant assuré préalablement que ces produits 
n'ont pas d'influence sur les cellules, Les quantités à rajouter 
peuvent être contrôlées par l'intermédiaire d'une sonde 
détécirice (voir $ 442.) couplée à un système de contrôle et 
à un système d'injection automatique. 


Glucose (glucose-oxy dase}, urée (uréase}, acide 
aminé (décarboxylase), acétylcholine (estérase) 


NADH + H+, NADPH + H+{voir $ 3.1.3.) 
ATP (voir $& 3,1.3,} 
Composés volati ls (éthanol, arômes), lipides 


Molécules orga niques en solution 


État de la sou che, éventuels contaminants 
imodification par addition éventuelle d'antibiotique) 


Hématimètre, dén ombrement en milieu solide 
(voir & 4.1, 1.1 


Absorbance, poids sec (voir $ 3.1.2.) 





4.4.4. Cinétique d'apparition 
des produits, quantification 
La cinétique d'apparition des produits de fer- 
mentation peut être quantifiée de la même manière 
que l'évolution de la biomasse. On exprime : 





— Ja vitesse volumique de production, notée rp 
(Pt) ét exprimée en g.L L h°t ; 

— la vitesse spécifique de production, notée Q,, 
d'expression dPdt x 1/X, c'est-à-dire vitesse de 
préduchon rapportée à La biomasse. 

Cette cinétique va dépendre des produits tor- 
més. On distingue généralement trois cas : 

- les produits dits associés (sous-entendu, 
associés à la croissance), c'est-à-dire dont l'appa- 
nition dans le milieu est concomitante à l'évolu- 
ton de la momasse (courbe a de la fe. IE 04 
C'est le cas de la production d'éthanol lors de la 
fermentation alcoolique. Dés sa formation, celui- 
ci est exocyté dans le milieu : 

— les produits dits non associés, appelés aussi 
métabolites secondaires, c'est-à-dire dont 
l'apparition se manifeste en phase stationnaire. Es 
né sont libérés dans le muhèu que lors de la lyse 
cellulaire (courbe b de la fie, 120). C'est le cas, 
notamment, des antibiotiques et des vitamines : 

— les produits mixtes ou intermédiaires, appa- 
raissant dans le milieu au cours de la phase expo- 
néentuielle (courbe c de la fe HE F9. 

En termes de bilan, l'appanition des produits de 
fermentation peut être exprimée de trois manières : 

- la productivité volumique horaire, masse de 
produit apparu par unité de volume dé milieu et 
par unité de temps {g.L-t.h71}: 

— si l'on ramène l'évaluation de la productivité 
au volume total du milieu, on exprime alors la 
productivité horaire globale (g.L-!.h71}; 

- le rendement total par rapport au substrat 
principal, noté RS : rapport de la masse de pro- 


duit formé sur la masse de substrat utilisé à La fin 
du processus. On le désigne aussi sous le nom de 
rendement de conversion. 


4.4.5, Exemples d'application 


Le rableau FH 14 présente Les principales appli- 
cations actuelles des fermentations industrielles. 
se veut volontairementnon exhaustif. I se imite 
à quelques exemples illustrant les applications 
industrielles des cultures dé micro-organismes. Le 
cas parücuher d'utilisation de micro-organismes 
génétiquement transformés sera envisagé au 
chapitre VE et celui concernant la fabrication de 
vaccins au chapitre VIE. 

Une remarque particulière dont être late sur ce 
que l'on appelle les biotransformations (ou bio- 
conversions). Îl s'agit de processus utilisant Les 
micro-organismes pour réaliser, dans de meilleu- 
res conditions et avec un meilleur rendement, des 
réactions chimiques permettant de « transfor- 
mer » des molécules biologiquement actives afin 
d'en améliorer l'activité, la spécificité, ou d'en 
changer le spectre d'action. 

On utilise pour ce faire les particularités enzy- 
matiques des micro-organismes que l'on cultive 
selon les techmques évoquées plus haut. Le micro- 
creanismé séra utilisé tel quel (en milieu liquide 
ou immobilisé}, ou alors on travaillera sur un 
extrait, voiré même sur né préparation énzymi- 
tique purifiée. 

Le tableau HETS donne quelques exemples 
pris parmi les bioconversions d'antibiotiques. 


x x x 
— P | P 
t CE t t 


8. Associé 


Bb. Mon associé 


c. Intermédiaire 


Fiqure IIL39 - Cinétiques de formation du produit ; associé, non associé, intermédiaire, 


1f 


Tableau 1.14 - Exemples d'application des fermentations industrielles. 


Hiomasse : 
Protéines 
alimentaires 


Metioleapiriins 
merhylatreplias 

Cr. &fnirs 

Fuseriun graine 

Fe. cyclepiunt 


Métabalites primaires - 

Acides aminés 
Ac. glutamique 
Thréonine 


C. glufarticunn 
F. surilis 


Acides organiques 
Ac. acélique 
Ac. citrique 


Acetabacier cel 
Aspergillus miger 


Lecrabaciilus delbrrecki 
A. Miger 


Ac. lactique 
Ac, gluconique 


SE. Cércasene 


| CL thermecelhent 


A. fumigans 
Mucor miel 
Pe. spénulosunt 


FE subilis 
Ê. ammoniagencs 
E. ammaniagenes 


Polysaccharides : 
Dextrans 
Xanthanc 
Alginaré 


Lenconcstoc 

ME eNE res 
Xanthamoncs carnpentrit 
Acerobacter vinelantert 


Prapionihactertunn 
Sherman 
Pr, dendrificans 


Ere sahbyii 
Précurseur vil C Acetohacter suhoscudens 


Mélasses 
kiélasses 


Éthanol, vin 
Mélasses 


Lactosérum 


Amidon de céréales 
Mélasses canne 

h sucre 

Cellulose 


10 M tan 
(Brésil) 


Maltosce 
Cilucose 
Mélasse 


Casdine, extrait lev. 
CGuunine, métine 
Adénine, glucose 


Saccharose LUE % 
Amidon 
Saccharose & g- L-1 


14 Lau 
£ T0 tan 
1 CNT Lun 


« Com sleep», 
glucose 

Mélusse betterave, 
extrait de levure 


_Sorbitol 20 % 





Alimentation animale 
Additif alimentaire 

Alimentation humaine 
Alimentation animale 


66% Alim, humaine 
33 % Alim. animale 
1% Domaine médical 


Vinaigre 

GÛ Alimentation 
facidulant, émulsifiant, 
anti-ox y dant} 

10% Indus, pharmaceutique 
et cosmétique 

Acidifiant alimentaire 
Stabilisant produits camés 


Biocarburant, solvant 


Alimentation 


Alimentation (gélifiants), 
Pétrochimie 
Cémulsifants), 

Adhésifs, immobilisation 
de cellules cu d'enzymes 


36 & Pharmacie 


4% Additifs alimente 


| HA 


Tableau 1ll.14 - Exemples d'application des fermentations industrielles (suite). 





Pigments : 
| B-carotène 


Métaholites 
secondaires : 
Antibiotiques 
{voir Chap. Vi 
Pémoillines 


Rifamycine 
Produits pharmaco- 
logiquement acuifs 

Ergoturmine 

Valiomaline 


Compactine 
Cvclosporine 


Aronies 
Anisaldéhycde 
CGeramol 
Méhslphénylicéan 

insecticides 


Toxine 


Hormonss végétales 
Gibberellinés 


Enzyme : 


amylase 
B glucanxse 


D palactosidase 


Cellulase 


Inveriasc 


Hakeslec trispore 
Hhodateralr gracalis 


Pe, chrysegenent 


Anvcodeta meédirerrenei 


Clavicens purpure 
Srrepromvces hygroscopious 
Pe, citréneunt 

Tobvpact'adiun inflarum 


Trametes suavolents 
Cerafiacvarts varient 
Trometes clore 


E. thwringiensis 


PFhuecesphaerie se. 


BH. subrélés, À. niger 
Æ. subtilis, À. niger 


A. niger, Ce, péendorrepecdis 


A néger, Prchodernre 
FesiE 


Ke. cerevisede 


A niger, Micrococcus 
hacderkricuns 

A. niger, Trichodernrea 
réesié 


Maïs brové, farine de soja 


Mélasse betterave 


« Com stecp ». 
glucose, lactose 
Farine de soja, glucose 


Farine de coton, 
Glucose, pepronc 


Sirop de maltose, 
farine de soya 


En général : 

Source de C: 
Fanne de céréales 
de s0j3, amidon 
de pomme de terre, 
de nr, de son, 
mélusse 


Source de N°: 
Fanne de poisson, 
géluine, fanne de 
soja. de son, 


pepiones 


Facteurs de croissance : 
Extrait de levure, 
“ ÇOrn SEE 


Colorants 


Migraincs 
Diabète 
Cholestérol 


Immunosupresseur 


Antb-lepidoptère, diptère 


Suppression de la dormance, 
floraison 


Production glucose, alcool 
Brasserie 


Suppression lactose du lait 


Hydrolyse cellulose 


Hydrolyse saccharose 


Stérilisation lait, beurre 


Clanfication jus de fruits, 
vin 


Tableau 1.15 - Bloconversions d'antitdotiques 


Hydrolyse de : 
6 lactames 
Peptides 


Acvlation 
Phosphorylation 


Sulfoxydation 


Ps. aeruginosa 
Alcaligenes spp. 


Sr, BrÉSeus 


B. circulans 


SE GPRRERÉOENT 


Fémoilline 
Novobiocine 


Chloramphénicol 


Éanamycine 


Lincomycine 





Ac. pénicillanique 


Novenamine 


: Chloramphénicol 3 acétate 
| 


Kanamycine 3 ortho- 
phosphate 


Lincomycine sulfoxyde 


Copyrighted matf ff 


AUTO-ÉVALUATION ET EXERCICES 


Ci SAVEZ-VOUS VOTRE COURS ? 


1 Définir la notion de nutrimeni. 

2  Inventorier les nutriments indispensables : sels miné- 
raux, sources de carbone, d'azote, d'énergie. 

3 [Ulusirer par des exemples la diversité des substances 
minérales et organiques dont l'oxydation conduit à la pro- 
duction d'énergie. 

4. Définir on milieu minimal. 

5.  Dégager, à partir des exigences nutritives minimales 
d'un micro-organisme, les notions d'autotrophie, d'hété- 
rotrophie, de facteur de croissance et de facteur limitant. 
Céfinir et expliciter ces termes. 

6.  Citerles catégories de biomolécules pouvant être des 
facteurs de croissance pour les bactéries auxotrophes. 

7. Donner le principe des dociges microbiologiques des 
vitamines. 

8. Définir les termes milieu de culture, milieu synthéti- 
que, milieu empirique. 

9. En mobilisant les connaissances acquises en classe de 
première : 

= Citer les principaux ingrédients des milicux empiriques 
les plus usuels et préciser leur rûle : 

— donner des exemples de milieux ennichis et leurs princi- 
pales indications ; 

— définir le terme « milieu sélectif », reconnaître kes agents 
sélectifs, indiquer leur mode et leur spectre d'action et en 
dédure le domaine d'utilisation. 

10 Décrire kes phénomènes morphologiques accompa- 
gnant la division d'une bactérie. 

LL. Définir le terme « colonie ». 

LE Frésenter succinctement les deux systèmes de repro- 
duction des levures et des moisissures ascxuées et sexuècs. 
souligner l'intérêt de cette étude pour l'identification des 
principaux champignons d'intérêt alimentaire et médical. 


V2 EXERCICES ET PROBLÈMES 


1. Compléter les propositions suivantes. 


L Les micro-organismes... me 
puissent leur énergie duns le rayonnement lumineux et sont 


13, Montrer comment il est possible d'obtenir et de main- 
tenir des souches pures. 

14. Présenter bes techniques permettant d'évaluer Le nom 
bre ou la masse des bactéries présentes dans un milieu de 
culture liquide. 

15. Définir les paramètres d'état de la croissance en 
milieu non renouvelé. 

16. Expliquer comment on établit cxpérimentalement une 
courbe de croissance. 

17. À partir de données expérimentales. tracer une courbe 
de croissance et repérer les différentes phases. Enexpliquer 
la signification physiologique. 

18, Déterminer par l'analyse mathématique et graphique 
les paramètres d'état de la croissance. 

19 Analyser l'influence de La température et du pH sur La 
CroMssaNcE, 

20, Définir les termes psychrophile, mésophile et théermo- 
phile. 

21. Appliquer ces connaissances à la compréhension du 
processus d'altération des aliments et des principes des 
techniques de conservation ou de stabilisation des denrées 
(en liaison avec ke chap. Vi. 

22 Analyser l'influence de l'Aw sur la croissance des 
micro-organismes. 

23. Expliquer le rôle stabilisateur de la dessiccation des 
aliments (en liaison avec le chap, VI. 

24, Analyser l'influence de la concentration en substrat 
sur les paramètres d'état de la croissance et sur les valeurs 
de la biomasse obienue. 

25. Décrire le phénomène de diauxie. 

26. Cécrire le principe de fonctionnement d'un chémos- 
tait, d'un fermenteur industriel, 


4 Dans le phénomène de... un 
micro-organisme protrophe cultivé sur milieu minimum 
élabore une substance servant de... 
à un autre micro-organisme que l'on peut alors cultiver en 
mème temps sur le mème milieu. On observe alors, sur 
milieu solide, un phénomène dé... 


“af COPA est un paramètre quantifiant l’activité de 


l'eau. c'est-à-dire sa disponibilité. L'eau agit 
COPRERR nr mme: des nutriments et 
ton 28 SE mt 1e À du métabolisme. 

LE ai LOTPPROE PP à PPT RP. ni PET exprime be 


temps nécessaire à un doublement de la population bacté- 
rienne ou de la biomasse, En théone, il exprime aussi 


5. Si, lorsque l'ontrace la courbe X = f{t), on obtient une 
ligne continue, cela est dû au fait que, au niveau d'une 
population bactérienne, la croissance 
loutes Les cellules 
n'étant pas potentiellement capables de se diviser en même 
temps. Si elles l'étaient, l'on obtiendrait une courbe 


Ets panne ranagamnmehe as caractéristique d'une crois- 
nec era pme eman ge ennun 

6. Dans la technique de dénombrement cellulaire par 
culture sur. milieu solide, on appelle... 
ET a ST Fe, Re RER Les \ une colonie car dllc 
n'est pas forcément issue d'une cellule... .................. 
7. La détermination de la biomasse par mesure du twrou- 
(EL Tee RSR OR CHR TR ME est fondée sur be fait 
PLUS DOC ME de lumière par le milieu de 
RPM Bts cdue me va crcaurataaune danaroramenterarencun ne au 
nombre de cellules présentes, 

AE en ne constitue la 
période essentielle de la croissance ci 


paramètres caractéristiques du micro-organisme, “peuves ent 
être définis et déterminés, car c'est lors de cette phase que 


la vitesse spécifique de croissance est constante 
PE Ti obEne re 0e 
% Sile principe de croissance continue «.......,,.,,,.,., “ 


se caractérise par un maintien de la culture à biomasse 
Cconslante et aux dé croissance maximum, le système 
», lui, introduit un Facteur limi- 
tant permettant de jouer sur le... 
10. Dans un système de culture... 
en anglais), on apporte de façon contrôlée 
des nutriments en cours de culture sans rien enlever, Dans 


UNE QUEUE. usa a ce cucuusnuese, O0 Apporte un volume de 
milieu «meuf équivalent à ce que l'on... 
de, de ir 


2. Indiquer si les propositions suivantes sont 
vraies ou fausses. Si une proposition est 
fausse, le justifier. 


L Leterme d'auxotroghe désigne les micro-organismes 
capables dé se développer avec du CO, comme seule 
source de carbone. 

2 Leterme « facteur de croissance » désigne une subs- 
tance qui doit entrer impérativement dans la composition 
d'un milieu de culture destiné à étudier la croissance des 
micro-Organismes. 


3. La détermination du nombre de cellules par La techni- 
que de culture sur milieu solide utilisant 1 méthode des 
lutions ne dénombre que les germes viables à l'exclusion 
des cellules mortes. 

4, Les expressions « vitesse spécifique de croissance » 
et « taux dé croissance » sont équivalentes. 

5, Le terme « facteur limitant » désigne une substance 
dont l'influence sur la croissance sera effective en deçà 
d'une certaine concentration au-delà de laquelle cette sus 
tance demeurera sans effet aucun. 

6 Lorsqu'un micro-organisme est capable, lors de su 
croissance, d'utiliser deux substrats carbonés en même 
temps, on parle de phénomène de diauxie. 

7. L'avantage d'une culture en continu réside dans be ait 
que l'on peut assurer une croissance mdéfinie simplement 
en éliminant régulièrement une fraction de la biomasse afin 
de ne jamais atteindre la phase stationnaire. 

& Un milieu d'ennchissement est un milieu liquide des- 
üné à favoriser la croissance d'un micro-organisme au 
détriment de celle des autres, en agissant sur vitesse spéci- 
Fique de croissance. 

9 Lors de la congélation d'une souche bactérienne, ilest 
conseillé de descendre en température Le plus rapidement 
possible. Au contraire, lors de la remise en culure, ke pro- 
cédé de décongélation doit être très lent. 

10, Le terme «bioréacteurs doit être préféré à 
« fermenteur », car une culture de micro-organismes n'est 
pas forcément destinée à produire un métabolite par voie 
lerméntaure. 


3. Nutrition et croissance de Yersinia pestis 


LL Comportement numitionnel. 

LL F pestis est une bacténe chimio-organotrophe et 
hétérotrophe. Définir ces termes. 

12 La culture de cette bactérie nécessite la présence de 
nicotinamide dans le milieu, Comment appelle-t-0o0 une 
wlle bactérie ? 

2 Croissance. 

On prélève à différents temps notés ,, 13 1; et Lg | cm 
d'une culture en milieu liquide de F. pestis, Soits, en phase 
de latence, t, en phase exponentielle, #, en phase station- 
maire et 1, en phase de déclin. 

LI. Schématiser l'allure d'une courbe de croissance en 
milieu liquide non renouvelé, en précisant les paramètres 
portés en abscisse ei en ordonnée. 

2.2. Sur cette courbe, localiser les témps #,, fs, 3 et fs. 


4. Nutrition et dosage microblologique chez 
Bacillus subtilis 


1. Nutrition. 

E, sulnilis est une bactérie hétérotrophe, On désire cultiverune 
souche d'un mutant auxotroghe pour le tryptophane (notée 
Topo deB. subrifée On dispose de ? milieux minima dont kes 
compositions sont données dans Le tableau ci-dessous, 


100E 
100€ 


Chlorure d'ammonium 
Monohydrogénophosphate de potas- | 
slum 
Eulfate de magnésium 

Sulfate de fer 


0,20 € 
0,01 g 
0,01 E 
1,00 L 


En quantité 
suffisante 


Chlorure de calclum 
Eau disiiilée 
Dosyde de carbone 


Chlorure de calcium 
Glucose 
Eau distillée 








LL Définir un milieu minimum. 

1.2, Lequel des deux milieux convient à cette souche et sous 
quelle condition pourrat-elle cultiver ? Justifier les réponses 
en définissant les termes hétérotrophe et auxotroplee. 

13, Nommer et définir le type trophique de micro-orga- 
nisme qui pourrait culuver sur l'autre milieu. 


Dosage microbiologique du 
|tryptophane 


A = f (concentration en tryp- 
tophane en ug.L'"] 


22, Pourre-t-on uuhser la souche mutante de & subies 
pour ce dosage ? Justifier. 

13. Quelle est la caractéristique de la partie 2 de la 
courbe ? En justifier l'intérêt pour le dosage, 

Comment peut-on qualifier le tryptophane dans cette partie ? 
5. Étude de la croissance d'une souche 
d'Acetobacter 

On étudec la croissance d'une souche d'Acerohacter. 


fi] 


14. Justifier la présence dans ces milieux de chlorure 
d'ammonium et de sulfate de magnésium. 

2 Crsage microbiologique du tryptophane. 

Z1. Proposer un protocole pour doser cet acide aminé afin 
d'obienar le graphe de la figure ci-dessous. 

Quelle doit être la particularité du milieu de culture ? 





1 Décrire une technique qui permette d'étudier l'évo- 
luton de la population bactérienne en fonction du 
temps. 

2 La souche d'Acerobacter est cultivée dans un 
milieu liquide contenant les substrats appropriés et de 
l'acide para-aminobenzoïque (PAB), indispensable à 
cette bactérie, Le tableau ci-dessous donne le nombre de 
bactéries par unités de volume (N) à différents temps de 
culture : 


1,38.10* 
2,511 
5,75.10° 
1,321 


3,02.106 
6,92.10$ 
1,51107 
2,51107 
3,63.107 
4,17.107 
4,57.107 
5,01.107 
5,25.107 
5,25.107 


2.1. Tracer la courte LaN = jf {t} en justifiant le choix de 
l'oœdonnée La pluidt que M (échelle : 1,3 cm = 1 h en 
abscisse), 

22. Indiquer, sur cette courbe, Les différentes phases dé La 
Croissance. 

2.3. Écrire larelation existant entre LaN, (logarithme N au 
temps #} et LaN, , Ç (logarithme de N au temps 1 + G, G 
étant Le temps de génération, ? et ? + G étant pris en phase 
exponentielle de croissance). 

24. Mesurer directement sur la courbe tracée le temps de 
génération. 

tn re taux de croissance jh, expo (on prendra La2 
si). 

21.6. Vérifier La concordance des réponses 2.4. et 2.5. 


6. Croissance ét métabolisme glucidique 


1. On suit la croissance d'E. coli sur un milieu syn- 
thétique non renouvelé en évaluant la population bacté- 
rienne au spectrophotomètre. La figure | ci-dessous 
montre la croissance de cette bactérie sur milieu synthé- 
tique contenant soit du glucose, soit du xylose, l'inocur- 
Lun provenant d'une culture en phase exponentielle pré- 











| To 1 3 3 4 E 6 7 ls | 9 | w | n 
| 4680 | 460 | 460 | 480 | 560 | ero | 7.70 | a75 | 980 | 10,80 | 1185 | 12,90 


levée sur milieu contenant du glucose. Commenter 
l'allure des courhes. 


Temps an heures 


2, À partir de la culture en phase exponentielle en milieu 
syniétique glucosé, on inocule le milieu synthétique addi- 
tionné de glucose et de xylose. La croissance s'effectue 
selon la courbe de la figure 2. Commenter l'allure de cette 
courbe. 


Clucose + Nylon — 


iemps 
en heures 


T. Étude de la croissance en milieu liquide de 
Salmonella anatum 


L On étudie la croissance de % oran en bouillon 
autnidif ordinaire, On obtient les résultats suivants (N est le 
nombre dé bactéries par millilitre dé milieu) : 





12 13 14 15 16 ir 15 19 20 21 23 
| 13,98 0) 14,95: | 16:00.! 18.90 | 17,26 | 17,26 | 17,26 | 17,26 | 17,15 | 16,45 14,08 


1.1. Tracer la courbe LoN = f{r). Échelle : L em = 1 U La 
elem=lh. 


1.2, Diégager les différentes phases de la croissance, leur 
durée et leur signification physiologique. 


143. Calculer ph, expo €? Le temps de génération (Gi) de la 
2 Cette bactérie est cultivée dans les mémes conditions 
que précédemment mais en bouillon trypticase-soja. 

LI. Expliquer comment varient alors p, expo €! G pur rap- 
port à leur valeur précédente. 

2.1. Proposer. sur le même graphique, un tracé de la 
courbe de croissance dans ce cas et justifier son allure géné- 
rale. 


8. Besoins nutritionnels d'une bactérie 


Afin d'étudier les besoins nutritionnels de trous souches, À, 
Bet C, on ke ensemence sur kes trois milieux suivants. 
«Milieu 1 = milieu de base : 





On ajoute à ce milieu de base stérilisé à l'autocluve 1 g de 
clucose stérile. 

- Milieu 2 = milieu EL + 4 g d'hydrolysat de cusdine, 
«Milieu 3 = milieu 1 + 4 g d'hydrolysat de caséine + 2 £ 
d'extrait de levure. 

Les résultats obtenus après incubation, sont bes suivants : 





1, Indiquer le rôle des constituants des milieux 1,2 et 4. 
2 Déduire des résultats les besoins nutritionnels des 
souches À, Bet. 


3 Dans certains cas, une vitamine peut être dosée par 
son cffct sur la croissancé d'unc bacténe. 

A1. Quelle caractéristique doit posséder la bactérie 
utilisée 7 

32, Donner le principe du dosage. 

4 Quel es l'intérét d'un tel dosage. 

9. Analyse des types trophiques de souches 
bactériennes 


Analyse dés-tvpes tropiques des souches 1 ec IT à l'aide 
des miheux de culture À, Bet C (lu composition des 
milieux est donnée en geL"!). 


Ki] 


Fhosphete d'ammoniam 
Fhasphate monopotassique 
Sulfate de magnésium 
Chierure de calcium 
Chlorure de s0odiu 


Milieu À + les additifs suivants 
Biotine 
Histihire 


Méthionine 
Thlemime 





LL. Comment qualifier le milieu À ? 

1.2. Certaines bactéries pourraient se développer dans le 
milieu À à la condition dé les incuber en atmosphère enri- 
chie en C0. Expliquer pourquoi et donner leur type tro- 
phique vis-à-vis du carbone. 

LL Quel est le type trophique « vis-ivis du carbone el 
des besoins nutritionnels spécifiques » de la souche [7 
2.2. Quelle est sa source d'azote ? 

23, [est recommandé de ne pas ensemencer le milieu B à 
partir d'un bouillon où d'une au popionée mais à partir d'une 
colonie sur milieu gélasé, Expliquer pourquoi. Quel milieu 
gélosé de méme composition que B connaissér-voux ? 

41 Qu'appone le glucose dans be milieu C * 

32. Quel est le type trophique vis-h-vis du carbone ét par 
rapport au métabolisme énergétique ? 

32. Définir et expliquer la présence d'oligoéléments. 
34, Quel oligoélément est indispensable pour que Cory- 
nebacteriun diphieriae puisse produire sa toxine ? 

3.5. Les composants additifs du milieu C appartiennent à 
deux groupes chimiques distincts, Lesquels ? 


L'OOVTIONEO Male (al 


36, À quelle catégorie appartiennent ces composants ? 
Donner une définition. 

4. Le milieu C gélosé (dépourvu de glucose) est utilisé 
pour l'étude de l'assimilation des sucres. 

4.1. Comment s'appelle ce test d'identification ? 

4.2. Avec quel micro-organisme utilise-t-on cette cherche ? 
5. On contamine 5 mL de milieu B avec 10 staphylo- 
coques el 1 bactéries appelées souche IT dans l'expé- 
nence précédente. 

5.1. Quelest le nombre, par millilitre, de bactéries de cha 
que souche au temps 0? 

5.2 Aprés 6 heures d'incubation sans phase de latence, on 


dénombre séparément 5. 10 staphylocoques pur maillilitre 
et3.10* souches Î par millilitre. Calculer Le temps de géné- 


ralion des deux germes. 

5.3, Comment expliquez-vous ce résultat 7 

54. Comment s'appelle: ce phénomène ? Comment sc 
maniteste-t-il sur milieu gébosé ? 


10. Étude de la crolssance de Salmonella 
trphi murium en fonction du tryptophane 


On détermine le taux de croissance d'une souche de. cypti 
Muriun dans un milieu minimum de culture additionné de 


solutions de tryptophane de concentrations croissantes. 
Les résultats expérimentaux après 18 heures d'incubation 
à 37 °C sont présentés dans le tableau suivant. 

1. Tracer la courbe pu, en fonction de la concentra- 
tion en tryptophane du milieu (échelle : L em = 2 mg-L°! 
eticem=02hl} 

2 Commenter et interpréter cette courbe. 

4 Que représente le tryptophane pour 5. rphi muertun ? 
Citer deux substances appartenant à des groupes biochimi- 


2 
Sels (Mn, Mo, Cu, 
Cu, En} 


Ajoutés 

Extrait de levure 
Glicose 

NH Cl 

Acide folique 
Pyridoal 


de chacun 


1 Analyser les milieux M,, M, et M, en précisant le(s) 
nets) joué(s) par chacun des ingrédients. 


de Chascun 





CD O6 =1ù Où Qi EE Li Hi M 


+ 
Le] 





ques différents et jouant un rüle analogue à celui du tryp- 
tophane vis-à-vis d'autres bactéries. 

4. En déduire le type trophique de $. typhi muriumn. 

5, Onreproduit l'expérience dans les ménves conditions 
en remplaçant la solution de tryptophane (1 mL par tube) 
par L em d'un hydrolysat protéique. En phase exponen- 
üelle de croissance on dénombre : 

au temps 6 h : 6.341.106 bactéries par mL; 

- au temps # h : 847.107 bactéries par ml. 

Calculer le taux de croissance et le temps de génération de 
la souche après avoir défini ces paramètres (on prendra Ln? 
= 0,71. 


11. Nutrition et croissance des lactobacilles 


La confection d'un certain nombre de milieux de culture 
(M. M. M, et M,}a permis de définir les exigences mutri- 
tionnelles de Lactobacillus case. 


La composition des milieux est indiquée ci-dessous : 


de chacun de Chscun 


5 8 
CE: 


2 M,, M, et M, sont des milieux synthétiques tandis 
que M, est un milieu empirique. Jusuifier cette affirmation. 


HA 


3. L. casei ne cultive que sur le milieu M*, Expliquer ce 
phénomène en mettant en évidence le(s) rôbe(s) de l'extrait 
de levure. 

4. Un inoculum de 10 cellules de L casei ést incubé 
dans le milieu M, au temps 1= 0 On dénombre, au bout de 
1$ héures, alors que la phase exponentielle de croissance 
n'est pas achevée, une population de 64.106 cellules, Le 
temps de génération moyen est de 1 heure et 40 minutes. 
4.1. Définir puis déterminer N, expor 

4.2, Démontrer l'existence d'une phase de latence et don- 
nér sa durée. 

43. Tracer sur papier millimétré la courbe Ln (nombre de 
cellules) = ff 


12. Étude de la croissance d'E. coli en milieu 
non renouvelé 


La croissance d'E coli en milieu mon renouvelé est étudiée 
sur un milieu adéquat et dans des conditions favorables. 
LL Le nombre de cellules par milliitre de milieu est 
obtenu après dilution de la suspension initiale et inocula- 
ton d'un mulbeu nutatuf sole en bots de Pétni. 


On obtient : 





Calculer Le nombre dé bactéries par millilitre dans lu sus- 
pension initiale. 

2 Des mesures effectuées à des imervalles de temps 
réguliers ont permis de construire la courbe de croissance 
ci-jointe. 


t{beurex} 





LI. Nommer les différentes phases dans l'ordre chrono- 
logique et donner leur durée. 


| 


LL Expliquer comment varie la vitesse spécifique de 
croissance en fonction du temps pour les différentes pha- 
ses, Tracer la courbe pu, = fét}. 

23, Des mesures effectuées aux temps 1, et 1, ont donné 
les résultats suivants : 





Définir et calculer Nr expor Jusuifier le choix des deux temps 
1,etr,. En déduire le temps de génération (on prendra La, 


s0,7). 

13. Étude de la croissance de Lactobacillus 
bulgaricus 

À partir d'un Lit cru, on a isolé une souche de L. bulgancus, 


1. Cetie bactérie est ensemencée à une température de 
45 °C et à pH 5,6 dans le milieu suivant : 


Eau distillée 





LL Comment qualifier ce milieu de culture ? 

12. Aucune culture n'est alors visible. La culture apparaît 
lorsque l'on rajoute au milieu précédent de la bhoflavine, 
sans changer les conditions physico-chimiques. Quel est le 
caractère de la bacténe ainsi mise en évidence ? 

L3. La culture en milieu additionné de nboflavine, mais à 
une température de 15 °C, est négative, Comment qualifie- 
t-on cette bactérie ? 

2 On suit en parallèle l'évolution de la population bac- 
ténienne en bouillon MRS (Man-Rogosa-Sharpe) incubé à 
45 °C et pH initial de 6,2, et l'acidification du milieu de cul- 
ture par la méthode Dornic (acidité dosée par une solution 
d'hydroxyde de sodium en présence dé phénolphtalémne). 
On obtient des résultats suivants : 








Zi, Tracer sur le même graphique les courbes LnN = ff) 
(échelle : 1 cm = 0,5 LU La et 1 om = 15 min) et acidité 
= ff échelle ; 4 cm = 20 et l cm= 15 min). 

Z2 Définir les paramètres de la croissance et les calculer, 
LA. Pourquoi y ail acidification du milieu su cours de la 
croissance 7 


24. Sion maintientanificiellement le pH du milieu de cul- 
ture à une valeur de 6,2 (la température d'incubation étant 
de 45 °C), LaN reste constant et égal à 20,70 au-delà de 
140 min. Pourque ? 

Expliquer les différences observées au-delà de 18) min 
dans les deux expériences (2.1. et 24.1. 


14. Conditions de culture de croissance de Liste- 
rla monocytogenes 

L Culture. 

Listeria mnocviogenes est un germe peu exigeant. L'uti- 
lisaiion dé milieux de culture synihétiques a permis de 
déterminer précisément 565 ExIBENCES, 

11. Indiquer la différence entre un milieu de culture empi- 
rique et un milieu de culture synthétique. 


12 Lécere monccviogenes coluve facilement dans un 
milieu dont li composition est donnée ci-contre. 

L.2.1. Cr des macroëléments fournis par ce milieu. 
12.2. Indiquer la principale source de carbone de cé 
milieu. En déduire Le type trophique de cette bactérie. 


lscleucine 
Valine 


| Méthionine 


Arginine 





Eau distiliée FE: 


123, Souligner dans le tableau les substances pouvant tre 
des facteurs de croissance. Comment appelle-t-on les 
Micro-orpanismeés qui nécessitent des facteurs de crois- 
sance ? 

L3, On observe que Lirrerio monocmogenes est capable 
de se développer à des températures proches de 0 °C bien 
que sa température optimale de croissance se situe entre 30 
et 37 °C, Comment peut-on qualifier cette bactérie ? 


1. Compléter par 


LL  Fhototrophes, photosymihétiques, 

2  Syntrophie, facteur de croissance, satcllitisme. 

3 Aw, solvant, agent d'hydrolyse. 

4 Temps de génération, temps séparant deux divisions cel- 
| 


ultres SUCCCSSIVES. 
Asynchronc, escalier, synchrone. 
EC, unité formant colonie, unique. 


5 
6 
7  Turhidimétnie, l'absorption, proportionnelle. 
# 


. Phase exponentielle. temps de génération, laux de crois- 
sance, maximale. 

D  Turbidostat, chémostat. taux de croissance, 

10, Discontinue alimenté, batch, continue, soutiré, réacteur, 


2, Propositions vrales ou fausses 


L Faux : il désigne les micro-organismes exigeant la pré- 
sence d'un ou de plusieurs facteurs de croissance pour leur 
développement. Leterme correct pour désigner ceux utilisant 
Le CO, comme seule source de carbone est autotrophe. 

2 Faux: cette substance n'est indispensable qu'à certains 
micro-creamsmnes, Les auxotrophés. 

4  Vra. 

4 Faux: + vitesse spécifique de croissance s désigne la 
vitesse de croissance rapportée à l'unité de biomasse : elle 
peut être déterminée tout au long de la croissance, Le « taux 
de croissance + désigne la valeur de cette vitesse spécifique 
pendant la phase exponentielle, pénode où elle est constante 
et maximale dans les conditions définies de culture ; c'est un 
paramètre caractéristique du micro-organismeé. 

5 Vrai. 

6 Poux: « dieuxie - désigne Le phénomène par lequel Les 
micro-organismes wilisént un substrat carboné puis l'autre 
après une phase d'adaptation (courbe de croissance en deux 
ÉLapes). 

7. Faux :ifeuten méme temps éliminer du milieu (avec sa 
biomasse) et rajouter un volume équivalent dé miliéu neuf 
aûn d'assurer l'apport de nutriments nécessaires. 

8  Wrau. 

UM Faux : la congélation doit être réalisée avec une viésse 
adaptée afin de ne pas détraire Les structures et fonctions cel- 
lulaires. Par contre, afin d'assurer une remise en culture cffi- 
cace, la décongéluion doit étre réalisée Le plus rapidement 
possible, 

db. Vrai. 


3. Nutrition ét crolssance de Yersinia pestis 


LL. Chimio-organotrophe : substrat énergéuque (donneur 
d'électron) d'origine organique. Hétérotrophe : se développe 
spécifiquement en milieu organique. 


| 





L2 Exigence en facteur de croussunce, bactérie auxotrophce. 


ZL et ZZ Voircourbe fig. MI-1$a, chap, ON, $ 3.213,22 
‘dans la phase à (latence), en phase € (exponentielle), r,en 
phase ec (stationnüire) et #, en phase À (déclin). 


4. Nutrition et dosage microbiologique chez 
Bacillus subtifis 


LL Milieu minimum : sans molécules organiques autres que 
la source de carbone sous forme de glucose. 


12. Hétérotrophe, Bacillus subtités exige donc un milieu non 
mine donc Le milieu 1 né convient pasi. avec substrat 
organique tel le milieu 2 Mans étant également auxotrophe 
pour le tryptophane, 1l l'exige comme apport nutritionnel et 
facteur de crorssance. Cet acide aminé ne figurant pas dans La 
composition du milieu 2, celui-ci ne convient pas non plus tel 
quel. La condition pour que la culture at lieu est de rajouter du 
typtophance dans la composition du milieu 2 

13. Milieu 1: pour bacténes chimiolithotrophes, autotro- 
phes. 

14. Chorure d'ammontum: source d'azote, sulfate de 
magnésium : mégnésium cofacteur enzymatique, source de 
SCHIÎTE. 

LL On uülise une souche pure auxotrophe pour le trpto- 
phane. On réalise plusieurs essais de culture sur milieu avec 
ces concentrations crnssantes en typtophane, Toutes les cul- 
tures oo lieu à mère températore d'incubation et on mesure 
leur absorbance au bout du même temps 1 d'incubation., Le 
milieu de culture doit tre dépourvu de tout précurseur méta- 
bolique du tryptophane. 

22. Qui, car cette bactérie est auxotrophe pour le trypto- 
phane. 

LA Proportionnalité entre l'absorbance et la concentration 
en tryptophanc. Par la suite, cette zonc pourra étre utilisée 
comme droite d'étalonnage pour déterminer la concentration 
inconnue d'une solution de tryptophanc. Dans cette partie, le 
trypiophane peut-être qualité de facteur limitant 


5. Étude de la crolssance d'une souche d'Ace- 
tobacter 


1.  Numératon en milieu solide par ka méthode des dilu- 
tions (voir chap, LUE, $ 4.1.1.4,1. 

LT, Courbe LaN = je fvoir ci-dessous). Le choix de En au 
beu de s'impose dans La mesure où l'on désire linéariser en 
courbe la phase exponentielle afin de linterpréter et den tirer 
les paramètres caractérisant la croussance (faux de croissance 
et temps de génération), 


Valeurs de Lo : 


t (en heures) 
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22, Phase de latence de 0 à 4 heures Phase d'accélération de 
3 à $ heures Phase exponenuelle dé $ à 10 heures. Phase de 
décélération de 10 à léheures. Fhase stationnaire après 
16 heures. 

234. Ln {N, -a= LaN, + Lo, car G étant le temps de dou- 
blement de population N, +G= 2N, ët Ln,N, = LnN, +Ln?, 
24. Soit LaN, = 12,45 à r=5h, La,sN, = 12,45 + Lu, soit 
12,45 +0,7 = 13,15 d'abecisse temps $h 50 environ. Le 
temps de génération, Gr, est donc de 50 minutes, 

25. Soit LaN, = 1245är,=5ShetLaN,= 16,35à1,= 10h, 
tous deux pris en phase exporentielle, s'exprime par 
ha relation (LaN;-LaN, Wir, F4 soit (16,55 55 12 2ASVIQ 5) 
=082h"!. 

26, la, expa ÊSt relié au temps de génération par la relation G 
= Lau, ego’ Si on calcule, on trouve 0, 70,82 = 0,43 heure 
sol $0 minutes, ce qui confirme ce que l'on a trouvé graphi- 
quement en 2.4. 








6. Croissance et métabolisme glucidique 


L. En présence de glucose, la culture démarre directement 
en phase exponentielle sans phase de latence. Par contre, en 
présence de xylose, ce n'est qu'après une latence de 2 heures 
environ que la culture se trouve en phase exponentielle. 
Cependant, quels que soient les milieux, la phase exponen- 
uelle sé déroule à la mème vitesse (droites parallèles). La 
vilesse spécifique de croissance et le temps de génération sont 
les mêmes dans les deux cas. 

2 Cette courbe présente trois phases, Cr 0 2 heures, La 
est proportionnel à r, puis de 3 à 5 heures, une phase station- 
naire avant une reprise de croissance matérialisée par une 
pente identique à la première phase. D'après ce que l'on a 
appris dans la question 1, la première phase correspond à la 
croissunmée par utilisation du glucose uniquement puis, après 
adaptation au xvlose, croissance par utilisation de ce sucre 
avec dés paramètres identiques : phénomène de diauxie (voir 
chap. Il, $ 3.24.) 


7. Étude de la croissance en milieu liquide de 
Saimonellia anatu 


1.1, Courbe LaN = fit} ci-dessous. 


DUT TAAMINIINMISKELIEMNDAUEZ 


i heures 1 


LE. Phase 1, de 0 à 2 heures : phase de latence, biomasse cons- 
tante, adaptation enzymatique au milieu, Phase 2, de ? à 
d'heures : phase d'accélération de la croissance, la vitesse de 
croissance augmente, Phase 3, de d à 15 heures : phase exponen- 
telle, vitesse de croissance constante et maximale dans les con- 
ditions opératoires, Phase 4 de 15 à 16 heures : phase de décélé- 
néon, la vitesse de croissance diminue, le milieu commence à 
s'épuiser, Phases, de 16 à 16 heures: phas stationnaire, la 
viese de croissance apparait nulle, en fait autant de cellules 
apparuissent (division) qu'el n'en disparait (lyse cellulaire), épui- 
Semen du milieu, Fhase 6, après 18 heures : la biomasse dimi- 
vue, épuisement du milieu et accumulation de déchets toxiques, 
autos céllulure, Ver chap. IL $ 3,22X et 32,3. 
Là. M, expos Soit les points NT (LaN, = 6,70, f,= 3 h} et N2 
(LnN,= 14,95,1,= 13 h}pnis en phase exponentielle ; See 
=(LaN,-LuN, Wr;=1,} =Lh “1, Temps de génération, 
G. Soit le point N TLoN = 6,70, = 5 hj et 2N (Ln2N = 6,70 
+ 0,7 = 7,40 d'abscisse 1 = 3,71, G= 1, = 1 = 0,7 heure, soit 


sn po 


LI. Le milieu trypticase-soja, plus riche, va permettre une 
vitesse de croissance plus élevée. Donc y expo AUEMENLE et Ci 
diminue. 

22. Après certainement la même durée de phase de latence, 
La phase exponentielle présentera une pente plus accrue et on 
arrivera à un niveau de phase stationnaire plus élevé, 


8. Besoins nutritionnels d'une bactérie 


L Milieu 1: milieu minimum (Éléments minéraux appor- 
tant les oligoéléments et éléments de base) + source de car- 
bone organique (glucose). Milieu 2: en plus hydrolyear dé 
caséine apportant acides aminés, peptides comme source de 
carbone et d'azote organique. Milieu 3 : l'extrait de levure 
apporte acides aminés ét vitamines. 

Z  $Souche À: prototrophe vis-à-vis des minéraux et hété- 
rotrophe vis-à-vis du glucose. Souche B : idem en plus uxo- 
troghe vis-à-vis d'acides aminés. Souche C : même chose 
mais auxotrophe vis-d-vis des vitamines apportées par 
l'extrait de levure. 

31. La bactérie doit être auxotrophe pour cétte vitamine. 


32 La bactérie est mise en présence de différentes concen- 
trations de la vitamine et on détermine la biomasse obtenue en 
phase stationnaire de mamère à construire la courbe NF = f 
vitamine]. Woir chap. LUE, $ 1.3.2. 


33 Recherche des vitamines dans les produits alimentaires, 


9, Analyse des types trophiques de souches bac- 
térlennes 


Li. C'est un milieu minimum. entièrement minéral, sur 
lequel ne peuvent cultiver que des espèces tmalement proto- 
trophées (voir chap. TEL, & 1.3.1 

L2. L'atmosphère ennchie en CO, apporterait l'élément car- 
bone sous forme minérale, Ce type d'apport convient aux bac- 
ténies autotrophes, capables de se développer sur milieu inor- 
ganique. C'est le cas des bactéries photosynthétiques et che La 
plupart des chimiolithotrophes (voir chap. LIL, $ 1.1.1.) 


2. La souche I 'culuve sur milieu de type À + Grue (80 
dique qui lui apporte l'apport carboné d'origine organique. 
Cette souche est donc hétérotrophe vis-à-vis du carbone, Vis- 
d-vis des autres composés, tous minéraux, c'est une souche 
prototrophe et chimiotrophe (voir chap. EL $ LL. et 2). 

22, La source d'azote est 16 d'origine minérale {sel d'armmmo- 
mura du milieu À} et organique (acides aminés du milieu C1. 

23. Parce que l'on apportérait, par kes peplones, des élé- 
ments carbonés et vitarniniques qui masqueruient be fait que, 
por se développer, la souche B ne nécessite que du citrate 
comme apport de carbone, ke citrate de Simmons, 


4. Dans le milieu ©, le glucose apporte une source organt- 
que de carbone mais, surtout, une source énergétique d'ort- 
Eine OFEANIQUE. 

44, Chimic-organotrophe et hétérotrophe (voir chap, IL 
8 1.E.h. et 1.1.2). 


3.3. Oligoéléments = éléments minéraux présents em très 
petite quantité, Apportemt les minéraux nécessaires à l'équi- 


fl 





libre chimio-cemotique de la cellule, à l'activité enzymatique 
(cofacteursk. Voir chap. DL & 1.2 

3.4. Le fer. 

35. Les acides aminés (histidine, méthionine, tryptophane), 
vitamines (bictine, thiamine, pyridoxine, acide nicotinique, 
paniothénate de calcium). 

36. Facteurs de croissance = molécules carbonées indispen- 
sables, nécessaires à la synthèse d'autres molécules et que la 
cellule ne sait pas forcément fabriquer à partir des éléments 
minéraux (voir chap. LIL, $ 1.3.) 

4,1. Auxanogramme (voir chap. LV, £ 8.2.1.) 

42 Levures du genre Candida. 

5.1. Staphylocoques : (10 x 115 = 2.10 bactéries par mil- 
litre. Souche IL : (LOF x 1MS = 20 bactéries par millilitre. 
S2 Pour ke locoque en 6heures, soat 360 minutes, on 
passe de La (210P), soit 12.2, à La (8. 10Ÿ), soit 20,5: soit 
une progression de LaN de 4,3, Le doublement de population 
correspond à 12,2 + Ln?, soët une progression de O7. Temps de 
cénératon =(60 KOTVES = envron 30minutes, Four 
la souche Il, on passe de Ln (20), soit 3, à Ln (3.104), soit 8. Le 
temps de génération st égal à (160% TMS — She Éd minutes. 
5.3, La souche [ne devrait théonquement pas se développer 
sur le milieu B (voir tableau des résultats expérimentaux). 
Elle le fait pourtant, mais très lentement. Elle bénéficie en fait 
d'un apport nutritionnel synthétisé par le staphylocoque. 
54. Phénomène de syntrophie se manifestant sur milieu 
gélasé par l'appañition d'un « satellitisme » des colomies de la 
souche IT autour de colonies de staphylocoque (vos chap, TE, 
8 1.33). 


10. Étude de la croissance de Saimonella typhi 
murlum an fonction du tryptophane 


L  Courbep, expo = fTrpli ci-contre. 


31 Mi 


ITrel mg L 


2. On constate que la croissance ne démarre qu'à partir 
d'une concentration minimale de 6 mg . L-!. Puis, après une 
phase d'augmentation exponentielle du taux dé croissance 
entre 6et 9 me. L°!, celui-ci augmente proportionnellement 
à la concentration en tryptophane pour atieindre. à partir de 
27 mg. Lune valeur maximale. Le irypiophane est donc 
indispensable à la cruissance de 5 rophé mrertunr, 


3 Le twryptophane est un facteur de croissance pour cette 
bactérie. D'autres acides aminés peuvent l'être pour d'autres 
bactéries ainsi que des vitamines, bases puriques ou pyrimi- 
diques (vor chap. IE, & 1.3.). 

4. 5 ophi murium est auxotrophe pour le tryptophane. 
Cette bactérie ne sait pas Le synthétiser, il doit être apporté par 
le milieu (mieu complémenté}. Voir chap. LL, & 1.3. 

5. Taux de croissance = vitesse spécifique de croissance en 
phase exponentielle, constante et maximale dans les conditions 
opératoires considérées. [ s'exprime par la relation pu, expo 
= (LaN, - LnN Mit; —1,}, N, et N, étant pris en phase expo- 
nentielle. lei : Ln (6,31.109}= 15,65, Ln (847.107) = 18,25, 
dONC UE expo © (18,25 — 15.651086) = 1,3h7!. 
Temps de génération = temps nécessaire au doublement de La 
population. Îl s'exprime par la relation G = Lada, expor SOI 
ici environ 0,5 heure. Voir chap NII, & 421, et 3,22, 


11. Nutrition et croissance des lactobacilles 

L Milieu M, : milieu minimum (minéraux, apport d'oli- 
gééléments et source de 5, P, K, ete.) + NH,CI (appent 
d'azote sous forme de sel d'ammonium). Milieu M, : ile 
+ glucose (apport de carbone organique et source d'énergie). 
Milieu M; : idem + acide folique ct pyridoxal (facteurs de 
croissance précurseurs de cocnaymes nécessaires au métabeo- 
lisme). Voir chap, LIL & 1. 

Z M, content de l'extrait dé levure, apportant acides ami- 
nés, pepüdes, vitamines, mais dont on ne connaît pas lu com- 
position cracte. 

3  Loctobacillus doitétre auxotrophe (voir chap. LL, & 1.3.) 
pour nombre d'acides aminés ét vitumines qui ne sont appor- 
tés que par l'extrait de levure. Les acides aminés sont néces- 
saires à la synthèse des protéines, les vitamines servent de 
précurseurs à La synthèse de cocnzymes. 

4.1. Vitesse spécifique de croissance en phase exponentielle, 
constante et maximale dans les conditions opératoires consi- 
dérées (voir chap, IL, $ 3.2.1.) N'ayant pas de données sur 
l'existence où non d'une phase de latence, il faut déterminer 
le taux de croissance à partir de lu valeur donnée du temps de 
génération en appliquant lu relation G = Ladju 
M expo = DMIOO = 0,007 min” soit Ü,42 h!. 
4.2. Si l'on considère qu'il n'y a pas de phase de latence, 
compte tenu de la valeur du temps de génération, 1l y aurait 
donc La (64.10f) — Ln (10Ÿ) = 17,95 — 13,80 = 4,15 de pro- 
gression de La, soit l'équivalent de 4,150,7 =6 double- 
ments de population (doublement = Laik = Ln + Lai), ce 
qui nécessitérait une durée de 6 x 100 min = 600 minutes, or 
celte progression demande 1% heures, soit 900 minutes. Il 
existe donc une phase de latence de 300 minutes. 

4.3 Courbe LaN = ffri ci-contre, colonne de droite, 


Lépe donc 


12. Étude de la croissance d'E. coli en milieu 
non renouvelé 


Nombre de bactéries initiales par mL. : (10 x 100,1 = 
10. 


Ü 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 
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2.1. Courbe l: LaN =f fr), Phase de latence de © à 
30 minutes Phase d'accélération de 30 minutes à 1 heure. 
Fhase exponentielle de L'heure à 3 heures 301 Phase de décé- 
lération de 3 heures 30 à 5 heures 15. Fhase stationnaire au 
bout de $ heures 15. 

2.2. Enphase de latence, la biomasse n'évolue pas, la vitesse 
spécifique de croissance est nulle. En phase exponentielle, 
croissance optimale. elle est constante et maximale dans les 
conditions de l'expérience. En phase stationnaire. la bio- 
masse n'évoluant plus, la vitesse redevient nulle. 

Courbe pu, = f{i] ci-dessous, 
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LA, Taux de croissance = vitesse spécifique de croissance en 
phase exponentielle, constante ét maximale dans les condi- 
tions opéraloires considérées (voir chap. IE, $ 3.21.) LaN, 
et Lo, sont pris aux temps 2 et 3 heures, donc bien pendant 
la phase exponentielle. Le taux de croissance, u expo’ 
s'exprime par la relation: (LnN?- LnN1Wit; —t;h août 
(17,95 — 15,85 M03 — 2) = 2,1 h°!, Le temps de génération se 
déduit du taux de croissance par la relation : Lau, en soit 
ici O,7/2,1 = 0,33 heure, soit 20 minutes. 


13. Étude de la croissance de Lactobacillus bul- 
Earicus 

1.1, Milieu minimum (voir chap. D, & 1.3.1. 

12 Auxotrophie vis-à-vis de la riboflavine, La bactérie ne 
sait pas la synthétiser, or elle en à absolument besoin, cest un 
facteur de croissance qu'il faut introduire dans ke milieu de 
culture (voir chap, DIT, $ 1.3.1. 

1.3. Bactérie mésophile (voir chap. HI, & 1.4.1). 

2.1. Courbes LaMN = fr) et acidité = fr) ci-contre. 

22 Temps de génération = temps nécessaire au doublement 
de la population (voir chap, OM, & 3.22,). Vitesse spécifique de 
croissance en phase exponentielle, constante et maximale dans 
les conditions opératoires considérées (voir chap. IEL $ 3.2.1.) 
Vitesse spécifique : soit LaN, = 17,05 à 1, = 45 min et LaN, 
= 000 à 1, = 135 mn pris tous les deux en phase exponen- 
uelle, le taux de croissance, à, ne 281 donné par Li relation 
(LoN,—LnN,jft,-1,) soit (2000-1705M135-45) = 
003 min-!.Le temps de génération, G, est donné pur la relatror 
Lu, pe S0it 07/0008 = 23 minutes environ. 

LA. Lacitohacillus, à partir du glucose, réalise un métabo- 
lisme producteur d'acide lactique (fermentation lactique, voir 
chap. TV, $ 4.1.1.3.1. 

ZA. En maintenant le pH artificiellement à 6,2, on évite la 
lyse cellulaire due à l'acidité excessive et, donc, on reste plus 
longicmps en phase stationnaire. Par contre, s1 on laisse évo- 
luer le pH, l'excès d'acide est toxique pour la bactérie qui est 
rapidement détruite (phase de déclin). 
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14. Conditions de culture de croissance de Lis- 
terla monocytogenes 

1.1. Milieu empirique, ou naturel : de composition mal défi- 
nie, uniquement à base de substances naturelles (extrait de 
viande, pepiones) de sel et d'eau. Milieu synthétique : chimi- 
quement défini, de composition qualitative et quantitative 
CUMUTNLIE. 


i. Li. Mécroéléments ë KH;PO,, Na,HPO,, 7H,0, 
MgS0O,,7H,0 

1.22 Le glucose, Bactérie chimio-organotrophe ei hétérotre- 
phe. 


1.2.3. Riboflavine, thiamine, botne. Bacténes auxotrophes. 
14 Bactérie psrchrotrophe, 


Chapitre 4 


Métabolisme 


1. Introduction 


Le métabolisme d'une cellule ou d'un orga- 
nisme est constitué par la somme Lolale des réac- 
tions chimiques qui se produisent à son niveau. 
Celles-ci interviennent dans le sens de la dégrada- 
tion ou de la synthèse, D'une part, la bactérie 
transforme les aliments qu'elle reçoit en molécu- 
les organiques simples, en métabolites intermé- 
diaires. D'autre part, elle réunit ces métabolites, 
constituants élémentaires, en substances comple- 
xes de poids moléculaire élevé, lés macromolécu- 
les. Cette biosynthèse cellulaire nécessite à la fois 
des matériaux organiques simples et l'énergie 
assurant leur union. 

Motre but n'est pas de faire ici une étude détaillée 
du catabolisme (dégradation) et de l'anabolisme 
(synthèse) des différentes substances énergétiques 
utilisées par les micro-organismes ; nous nous en 
tiendrons à la description de quelques aspects du 
métabolisme des glucides, des protéines et des lipi- 
des en insistant sur les implications pratiques (au 
niveau du laboratoire et de l'industrie), 


1.1. Aspect énergétique 


Les besoins énergétiques de la bactérie peuvent 
être satisfaits par deux mécanismes : 

- la photosynthèse, au cours de laquelle la 
lumière est utilisée comme source d'énergie ; 

- l'oxydation de substances chimiques, encore 
appelées substrats énergétiques. D'un autre point 


de vue, on peut considérer les réactions chimiques 
non pas sous le seul aspect énergétique mais sous 
l'angle des substances soumises à la dégradation 
et des produits de cette dégradation. Les substrats 
de ces réactions proviennent soit des aliments 
fournis, soit du métabolisme énergétique, La 
somme globale de ces réactions constitue le cata- 
bolisme. À l'opposé, on parle d'anabolisme pour 
désigner les opérations de biosynthèse gräce aux- 
quelles des éléments organiques simples fournis 
aux cellules où résultant des dégradations catabo- 
liques sont réunis en constituants macromolécu- 
lures, Cette synthèse utilise l'énergie fourme par 
les rayons lumineux ou par l'oxydation chimique 
ie. V1 On donne aussi le nom de métabo- 
lisme intermédiaire à l'ensemble des réactions 
qui convertissent les nutriments en métabolites 
nécessaires aux biasynthèses, 

Les modifications qui apparaissent dans la cel- 
lule vivante ne peuvent tre assimilées à de pures 
réactions chimiques. Deux propnétés leur sont 
propres. D'une part, elles sont toujours exergoni- 
ques, c'est-à-dire qu'elles libérent de l'énergie, 
elles ne peuvent supporter une température éle- 
vée, incompatible avec la vie cellulaire. D'autre 
part, elles nécessitent l'intervention de catalyseurs 
pour remédier à l'absence de source d'énergie 
d'activation. Ceux-ci favorisent le déclenchement 
et le déroulement de la réaction. On les appelle des 


enzymes. 
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Figure [V1 - Le métabolisme énergétique chez la bac- 
trie. 


1.2. Transport des substances 


Pour être assimulé, le substrat doit se trouver au 
contact d'enzymes capables de le transformer, de 
loxyder au cours d'une ou de plusieurs étapes. 
Dans la cellule bactérienne, ces enzymes sont 
divérsement situées, Les unes, celles de [a chaïne 
respiratoire, sont localisées au niveau de la mem- 
brane cytoplasmique : ce sont toutes les déshydro- 
génases (formique, lactique, succinique, etc), les 
cytochromes, les flavoprotéines, la cytochrome 
oxvdase. Les autres, c'est-à-dire la plupart de cel- 
les qui gouvernent les cycles métaboliques, sont 
solubles et se retrouvent libres dans le cytoplasme. 
Par exemple, toutes les réacuons du métabolisme 
des glucides sont effectuées dans le cytoplasme. 


1.2.1. Digestion 


Les aliments fournis à la bactérie ne peuvent être 
assimilés que s'ils pénètrent au niveau du cyto- 
plasme après avoir traversé la paroi et la mém- 
brane Cytoplasmiques. La plupart sont de poids 
moléculaire élevé et de trop grande taille pour y 
parvenir. Îls doivent être préalablement brisés en 
fragments de faible poids moléculaire. Ce travail 
de « digestion » est accompli par dés enzymes 
hydrolytiques, excrétées par la bactérie dans le 
milieu. On les appelle des exoenzymes par oppo- 
sition à celles qui restent prisonnières à l'intérieur 
de la cellule, où endoenzymes. Les produits qui 
prennent naissance sont de courts fragments pep- 


li) 


tiques ou des acides aminés lorsque le substrat est 
protéinique, des oses et des holosides simples 
lorsqu'il est polyholosidique, des acides gras et du 
elycérol avec une substance lipidique, des nucléo- 
sides et du phosphate inorganique avec les acides 
nucléiques. 


1.2.2. Pénétration 


Les modes de pénétration (voir chap, Il} peu- 
vent varier selon les composés. On en distingue 
deux principaux. 

* Diffusion passive. Elle suit les lois de la dif- 
fusion physique des molécules (loi de Fick) et ne 
nécessité aucune dépense d'énergie de la part de la 
cellule. Le flux moléculare s'oriente des zones les 
plus concentrées vers les zones les moins concen- 
trées pour tendre finalement vers un état d'équili- 
bre. 

+ Pénétration active (ou transport actif). Elle 
est indépendante du gradient de concentration, Le 
substrat se concentre à grande vitesse dans le cyto- 
plasme (jusqu'à 100 fois) grâce à des enzymes 
spéciales qu'on appelle les perméases. Une per- 
méase est spécifique d'un substrat (par exemple, 
perméase du lactose ou du maltose) et d'un sens de 
travail ; pour les nutriments, ce travail s'exerce le 
plus souvent de l'extérieur vers l'intérieur, mais il 
peut y avoir des sécrétions provenant de substan- 
ces endocellulaires, Selon l'origine dé l'énergie 
qui est nécessaire pour vaincre le gradient de con- 
centration, on distingue : 

- le transport acuf primaire, ou uniport ; 

— le transport actif secondaire, ou cotransport. 
Par rapport au gradient vecteur, le cotransport peut 
se faire : 

- dans le même sens, c'est le symport (par 
exemple, H° et lactose, H* et proline), 

- en sens opposé, c'est l'antiport (par exem- 
ple, 2H* et Cat+, H* et Na*): 

- le transport par translocation de groupe. 


1.3. Biosynthese 
La cellule bactérienne. dans ses structures essen- 


uelles comme la capsule, la part, la mémbrane et 
l'appareil nucléaire, est constituée de milliers de 


composés organiques complexes de poids molé- 
culaire élevé, appelés macromolécules, qui doi- 
vent être synthétisées, Ce métabolisme donne 
naissance, au cours de multiples étapes, à des pro- 
duits qui sont « récupérés » directement ou qui 
sont à la base de nouvelles réactions intermédiai- 
res, destinées à fournir les éléments constitutifs 
des macromolécules bactériennes : c'est le méta- 
bolisme primaire, Les réactions de ce métabo- 
lismé intermédiaire sont si nombreuses et si com- 
plexes qu'elles ne peuvent être décrites dans le 
cadre de ce livre. Quelques exemples seulement 
seront choisis à titre d'illustration. 

Les macromolécules ont toutes un type de struc- 
ture identique : ce sont des polymères, c'est-à-dire 
de longues chaînes moléculaires formées de sous- 
unités, où monomères, assemblées entre elles par 
des liaisons spécifiques. Lorsque les sous-unités 
sont identiques, on a affaire à un polymère simple 
ou homopolymère. Si, en revanche, elles sont dif- 
férentes, on parle d'hétéropolymère. L'arrange- 
ment des monomères peut être strictement linéaire 
ou éventuellement ramifié. Il peut aussi se repro- 
duire régulièrement ou irrégulièrement. Suivant ces 
possibilités, on peut reconnaitre classiquement : 

— les polysaccharides soit homopolymères A- 
A-A-A-A- (par exemple, amidon, cellulose), soit 
hétéropolyméres réguliers A-B-A-B-A (par exem- 
ple. muréine) : 


— les acides nucléiques comprenant quatre types de 
bases puriques où pynimidiques dont la séquence est 1ota- 
lkment imégulière, hétéropolymères iméguliers : A-T- 
G-G-T-G-C-A : 

- Les protéines formées de l'assemblage de 
20 types d'acides aminés, hétéropolymères irré- 
guliers : A-B-L-C-D-D-E-F. La polymérisation 
exige une certaine quantité d'énergie, mise en 
réserve au niveau des monomères préalablement 
iCTIvÉS. 

À côté de ce métabolisme primaire. de nombreux métabo- 
lités secondaires sont produits, Ces composés ont pour 
caractéristiques : 

— une grande variété de structures et d'activités biologi- 
ques : 

- dene pus être indispensables à la crossance : 

— de dériver du métabolisme primaire par des voies de sy 0° 
thèse particulières : 

- une production à des moments particuliers dé La vie (en 
général durant la phase stationnairek ; 

— un procdunt donné qui est synthétisé par un nombre réduit 
d'organismes. 

On connait actuellement plus de 1'OO produits différents 
chez les bactéries, prés de 2 chez les champignons et 
environ 35 500 chez Les actinomycétes {voir $ 4.2.3). 

L'étude du métabolisme nécessite que soient précisées de 
fon très brève Les notions d'enzymes et de réactions enxy- 
matiques, Elle doit envisager, gntre autres, les aspects éner- 
gétiques des phénomènes, les processus de dégradation des 
subarats et de biosynthèse du matériel cellulaire, enfin les 
mécanismes dé régulation. 


2, Enzymes bactériennes 


2.1. Localisation 


Les enzymes bactériennes se trouvent soit sous forme liée 
à la membrane cytoplasmique (ou séquestrée dans l'espace 
périplasmiqué des bacilles à Gram négatif}, soit sous Corne 
libre dans le cytoplasme ou dans le milieu externe. Les 
enzymes liées sont essentiellement celles qui participent à 
la respiration cellulaire ct aux échanges. Parmi elles, on 
trouve : 

- des enrymes exocellulaires où excenxymes (sécrétées 
dans le milisu externe}. Dans celte catégone figurent des 
enyoes permettant la dégradation de macromolécules {amy- 
lase, caséinase) mais aussi dés entymes responsables du pou- 
voir paihogène dcongulase, ADHase, exctoxings, E0c,) : 


- des envvores endocellulaires (ou endoenzymes]. En 
élu déni dans le cytoplasme. elles part icipéni aû métabholierne 
nicrmédiare de la cellule (f-golactosidase, enzymes de la 
glycolyse, cie. t 


2,9. Classification 


Les enzymes sont réparties cn 6 classes en foncüon du LYpE 
de réaction catalvsée. Chaque classe est elle-même eubdivi- 
sée co fonction de la nature du groupement chinuque don- 
neur, de la nature de l'accepteur et de la nature du substrat. 

* Cvdoréductases. Elles assurent le transfert d'éléctrons 
Cavec où sans transien de protons) à partir d'un substrat vers 
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un accepieur terminal : lactcodéshydrogénase, lysine désa- 
minase (LOAÏ, evtochrome oxvdase, nitrate réductase, etc 

+ Transférases. Elles facilitent Le transfert de certains 
radicaux (-CH,, -CHO, -8H, -NH,) Les transaminases et 
les kinases (pyruvate kinase) en sont des exemples. 

+ Hydrolases. Elles cotalrsent Pintreductron d'une molé- 
cube d'eau sur on substras éclon La réaction 

AB + HOH 5 AH + BOH. 

Elles sont très courantes au cours des réactions cataboliques : 

estérase, lipasé, pepodase, ADNase, cellulase, uréase, etc. 


* Lyases. Elles assurent le déplatément d'on radical à par- 
dr d'un substrat : lysine où crnithine décarboxyinse, aldolise, 
colis, gbe, 

“ Isomérases. Elles catalvsent certains réurrangements 
intramoléculhures : épimérase, énolase, racémase, etc. Telles 
sont la Dl-alanne racémase, la phosphohexo-isomérase 
(elucose-F — fructose-F. 

“ Lipases ou synthétases, Au cours dés réactions anabo- 
lhiques, elles catalyse l'établissement de liaisons covalentes, 
Par exemple, liaisons CAC par les carbosylases. 


3. Métabolisme énergétique 


3.1. Différentes sources 
d'energie 


L'énergie constitué la plaque tournante du méta- 
bolisme cellulaire. Les réactions qui fournissent 
cette énergie sont donc viiales pour la cellule, Selon 
la nature de la source primaire d'énergie, deux 
voies principales s'offrent aux micro-organismes : 
la phototrophie et la chimiotrophie, Dans les 
deux cas, la récupération de l'énergie est liée à un 
transfert d'électrons par des chaînes de transport 
électronique transmembranaire (fe. {V2} per- 
métiant ainsi la création d'un gradient électro- 
chimique de protons dé part ét d'autre de la mem- 
brane cytoplasmique ; ce gradient est lui-même à 
l'origine d'une force proton-motrice (véritable 
courant électrique) pouvant étre utilisée à diverses 
fins: transport actif, production de molécules 
riches en énergie, mobilité, etc. 

Le monde microbien présente une grande diver- 
sité dans les sources d'énergies utilisables. Cer- 
tains micro-organismes aérobies ressemblent aux 
cellules animales et synthétisent leur ATP à partir 
de sucres dégradés via la glycolyse et le cycle de 
Érebs par une chaine respiratoire membranaure 
très semblable à celle des mitochondries. D'autres, 
anaérobies, tirent leur énergie de la fermentation 
des sucres où d'une chaîne de transport d'élec- 
trons qui utilise un composé autre que l'O, comme 
accepieur final d'électrons ; là encore, la chaîne 
des transporteurs, localisée dans la membrane 
cytoplasmique, est comparable à celle des mito- 
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chondnes. Les phototrophes, quant à eux, captent 
l'énergie lumineuse, 

Du point de vue du fonchonnement énergétique, 
les mitochondries, les chloroplastes et les bacté- 
riés présentent dés analogies fondamentales. Tou- 
tes les bactéries présentent en particulier dans leur 
membrane une ÀTP synthétase analogue à celle 
des mitochondnes et des chloroplastes : ce com 


xHr* 





ADP + PF, 


Figure (V2 - Schéma du transport d'électrons et de 
protons à travers la membrane cytoplasmique (Mem 
cyt} et de la phosphorylation liée à la force protonmo- 
trice (théorie de Mitchell. D et À respectivement don- 
neur et accepteur, y vaut dans la plupart des cas 2 ous, 
x vaut 1 ou 2. 


plexe protéique transmembranaire assure la con- 
version du flux de protons en énergie de liaison 
phosphate au niveau de l'ATP, réalisant ainsi un 
couplage entre les réactions productrices de pro- 
tons et le stockage de cette énergie sous une forme 
utilisable par la cellule. 


3.1.1. Organismes phototrophes 
et photosynthèse 


Les modalités différent selon qu'il s'agit de 
végétaux (fe. V Ya} ou de bactéries. D'une part, 
la structure des appareils photosynthétiques, de 
mème que celle des pigments photosynthétiques 
sont distinctes (chap. 11) et, d'autre part, les don- 
neurs d'électrons le sont également : avec les 
plantes, il s'agit d'H,0 (avec libération d'O;) ; 
avec les bactéries, il s'agit d'un composé autre, tel 
que l'H,S où un constituant organique ; le proces 
sus ne libère jamais d'oxygène libre. 

La photosynthèse bactérienne s'exerce selon 
trois mécanismes principaux dont les deux pre- 
miers présentent de grandes analogies avec la pho- 
tosynthèse des plantes vertes : 

— les bacténes utilisatrices de dérivés soutrés. 
comme les sulfobactéries vertes qui utilisent 
l'énergie lumineuse pour transférer des atomes 
d'hydrogène de l'H,S au NADP, réalisent ainsi 
un saut de potentiel d'environ 200 mY (contre 
1140 mV chez les chloroplastes utilisant l'eau 
comme donneur) avec une accumulation de soufre 
(fre. IV.h} : 

— les bactéries qui n'utilisent pas de dérivés 
soufrés créent un flux électronique cyclique et 
font intervenir des transporteurs électroniques 
membranaires du type de ceux de la chaîne respi- 
ratoire (ubiquinone, cytochrome b, €, €}. Ces 
transporteurs, qui recyclent les électrons de la 
bactériochlorophylle tout en assurant un pom- 
page de protons, seront à l'origine d'une synthèse 
d'ATP éfig. Vic}: 

- uné autre façon dé récupérer l'énergie lurni- 
neuse a été découverte chez Halobacterium 
halobium (bactérie vivant dans les milieux salés} 
qui possède, dans sa membrane cytoplasmique, 
de la bactériorhodopsine (un pigment voisin des 
pigments de la rétine de l'œil}. Cette molécule 


cape Les photons par le groupe rétinal et utilise 
l'énergie ainsi captée pour un pompage de protons 
au travers de la membrane cytoplasmique, créant 
là aussi un gradient électrochimique important 
qui est à l'origine d'une synthèse d'ATF 
(fe. IV Ta). 

= Dans tous les cas et contrairement aux végé- 
taux, il n'y a pas de photolyse de l'eau et donc de 
libération d'Q,: chez les cyanobactéries (ou 
algues bleu-vert}, seule la photosynthèse est ana- 
logue à celle des chloroplastes, La fie. {V3 résume 
les différents modes de récupération de l'énergie 
lumineuse ; le résultat final est la production 
d'ATP aux dépens d'ADP. 


3.1.2. Organismes chimiotrophes 
et oxydations biologiques 


La plupart des micro-organismes sont dépour- 
vus d'appareil et de pigments photosynthétiques. 
Ils doivent, pour leur synthèse, utiliser l'énergie 
libérée au cours de réactions chimiques, Le méta- 
bolisme général comporte trois étapes : 

— digestion des macromolécules et des grosses 
molécules à l'extérieur de la cellule ; 

— dégradation des petites molécules pour don- 
ner des métabolites intermédiaires (pyruvate, acé- 
ty! CoAj et de l'énergie (ATP) : 

- dégradation totale des métabolites intermé- 
aires en CO, et H,0'avec une grande production 
d'énergie (ATP. 

Ce sont toujours des réactions d'oxydation de 
substances organiques ou inorganiques. L'oxyda- 
tion d'un substrat À peut être définie comme le 
processus au cours duquel le substrat perd ses 
électrons. Le substrat A est appelé donneur 
d'électrons : sl donne naissance à un produit oxydé. 
Corrélativement, un autre composant B, appelé 
accepteur d'électrons, donne naissance à un pro- 
duit réduit. 

Dans la plupart des cas, le produit À est un com- 
posant organique, par définition hydrogéné. Dans 
ces conditions, l'oxydation est en réalité une dés- 
hydrogénation, tandis que la réduction est une 
hydrogénation, Le phénomène dans son ensemble 
est connu sous le nom d'oxydoréduction. On peut 
le transcrire de la façon suivante : 





Figure (4.3 - Les différents types de photosynthèse. 


a : Hon cyclique chez ks chloroglastes 

Les électrons lssus de l'eau sont, grèce à l'énergie lumineuse 
captés par la chliorophytle 680, transmis par une chaîne de trans- 
porteurs (PQ, cyt, PC) à la 2° chiorophylle (chr00j pour ëtre 
transiérés grâce à une nouvelle quantié d'énergie hamineuse vis 
la feredoxine et le FAD au NADP formant ainsi un principe 
réducteur très puissant ; 5 protons libérés à l'intérieur de la 
membrane intense (Mi & par cycle) retournent à l'Intérieur du 
chloroplaste via l'ATPase (F.-CF.] en formant un ATP pour 3 H* 
transièrés. 

Bb: Chez les bactènes utilisant des dérivés soutrés (ex : sulobac- 
téries) ; dans le cas de fiqure le soufre s'accumule à l'extérieur de 
a cellule, il existé aussi dés bactéries qui accumulent le soutre 
dans le cytoplasme, les réactions se déroulant alors au nrvaau 
des chromatophores. 


Il 





lc : Gyclique chez les bactéries vertes non soufrées, L'élactron 
de la bactériochlorophyäle excité par le photon effectue un cycle 
qui be rarmène à la chiorophyllé tout en assurant le transfert de 
proton. 

d': Chez Halobactenum hmobium, 

n'ya pas de chaire de transporteur, le transfert de proions est 
directement assuré par le pigment. 

Mem cyt : membranes cytoolasmique 

Mem : membrane 

Int : intérieur 

Ext : extérieur 

bc : bactériochlorophylls 

Eh : bactérorhocdopeine 

Chr00, Ch680 : chiorophyles 

id : ferredoxine 

cyt : Cytochrome 

Q: coenxyme Q 

MAGox : MAD cydass 

PQ : plastoquinone 

PÇ : plastocaniné 

ha : photons 

ret : groupe rétinal qui cape les photons 

F-Fy ou CF,-Fs : ATPase entraîné par le flux de protons 

— flux d'électrons 

= flux de 2 protons 


= flux de n protons (3 an géréral] 


Oxvdation : 
AH, (donneur d'hydrogène) 
— 2H+ L- 2e 
À (produit oxydé) + énergie 
Réduction : 
B (accepteur d'hydrogène) 
+2H* L'+2e" 
EH, (produit réduit) 
Somme : : 
AH; +18 < À + BH, + énergie. 


Au cours de ces réactions, le transfert de 
l'hydrogène ou des électrons du substrat sur 
l'accepteur est réalisé par toute une série d'enzy- 
mes où déshydrogénases qui forment une chaîne 
de transport électronique ; ce sont les coenzy- 
mes associées aux déshydrogénases qui jouent le 
rüle d'intermédiures. 

L'ensemble de ces réacuons s1 merveilleuse- 
ment réglées montre que : 

- l'oxydation du substrat AH, est assurée 
parallèlement à la réduction du produit B ; 

- tous les catalyseurs introduits dans le sys- 
tème sont régénérés sous la forme oxvdée et libres 
d'intervenir pour une autre série de réactions : 

— l'énergie produite au cours de ces oxydations 
n'est pas libérée globalement mais par petites éta- 
pes afin d'être finalement transférée dans des 
liaisons chimiques riches en énergie dont le 
modèle est la hauson phosphate de l'ATP. 

La diminution dé l'énéreie libre à chaque étape 
est de l'ordre de quelques dizaines de kilojoules 
par mole (fig. FV4}, Lors dés sauts énergétiques, 
une partie de l'énergie sera perdue sous forme de 
chaleur. 

Les catalyseurs si hautement adaptés à loxyda- 
tion d'un substrat sont des déshydrogénases. 
Elles sont spécifiques de ce substrat et sont asso- 
ciées à des cognzymes dont le rôle est d'accepter 
l'hydrogène du substrat. Ce sont les dérivés 
faviniques (FMN, FAD) ou pyridiniques (NAD*, 
NADP) et divers autres composés (CoA, vita- 
mines, élc.). Chez les organismes aérobies, le 
transport des électrons entre les coenzymes 
des déshydrogénases et l'oxygène moléculure 
s'effectue par l'intermédiaire des coenzymes 
cytochromiques (eyiochromes et cytochromes 
oxvdases), 
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Figure [4 - Variations de l'énergie libre bors des oxy- 
dations biologiques. 

Le produit à oxydes (AH) passe par une série de produits inter- 
médiaires (aH,, BH... xH-) pour donner le produit réduit (BH). 
À chaque éiape, il y a Hbération d'une fraction de l'énergie totale 
ide l'ordre de quelques dizaines de kJ-mole""}, 


3.2, Types respiratoires 


Tradinonnellement, lorsque l'accepteur final 
d'électrons est l'oxygène moléculaire, on parlé de 
respiralion et les micro-organismes de ce type sont 
dits aérobies : lorsque l'accepteur final est une 
substance autre que l'oxygène, on parle de fer- 
méntation et les microbes sont appelés anaérobies. 
Dans la fermentation, l'accepteur peut être orga- 
nique où inorganique ; cértains résérvalent les ter- 
mes « fermentation » au prémier de ces types et 
« respiration anaérobie » au second. Actuelle- 
ment, depuis que l'on a compnis les mécanismes 
moléculaires en jeu, grâce à la théorie de 
Mitchell, les définitions de la respiration et de la 
fermentation sont plus précises, 

La respiration correspond, chez un organisme, 
à la possession d'une chaîne de transport élec- 
tronique liée à une membrane cellulaire et 
entraînant un flux unidirectionnel d'électrons 
dans un sens (vers l'intérieur de la cellule dans le 
cas des procaryotes) et un flux équivalent de pro- 
tons dans l'autre sens (vers l'extérieur), quelle que 
soit Ja nature de l'accepteur final (0, nitrate, 
composé organique, etc.) (ie JV Su, 

La fermentation correspond à la présence de 
chaînes de transport électronique intracyto- 
plasmique n'entraînant pas automatiquement de 


ff 


nn  NADH + H 
À CO, 


18 0, — 


EUDatrat 


ADP +P 
Ha” La | 








b 


Figure F5 - 


a: schéma des respirations (transport électronique et protoni- 
Que membranaire}, les protons transiéèrés servent soit à faire de 
ATP soit à assurer d'autres fonctions (transport. : 

b : schéme des féementalions (avec ls possibemé de transtert de 
protons par lATPase fonctionnant an sens inverse : 

CH, : substrat donneur d'électrons. 


flux d'électrons ou de protons de part et d'autre 
d'une membrane cellulaire un tel flux s’établira 
sécondairement, & nécessaire, à partir de l'ATP 
produit} fig, IV3BL 

De ce Fait, la respiration d'un organisme aéro- 
bie correspond à un transport électronique et 
protonique transmembranaire avec l'oxygène 
moléculaire comme accepteur final : la respira- 
tion anaérobie correspond à un transport trans- 
membranaire d'électrons et de protons jusqu'à un 
accepteur Final d'électrons autre qu'O, (minéral 
comme les mirates pour la « respiration nitrale », 
organique comme Le fumarate pour la « respiration 
fumarate »). Une bacténe dite anaérobie peut 
donc présenter une chaine respiratoire très pro- 
che de celle d'un organisme aérobie strict, Beau- 
coup de micro-organismes possédent plusieurs 
types de chaînes de transport électronique qui 
fonchonnéent soit en parallèle, soit en fonction dés 
conditions de culture. E coli possède à la fois une 
chaïne couplée avec l'O, (fonctionnelle en aéro- 


1 


biose), une chaîne pour la respiration nitrate 
(onchonnelle en anaérobiose sur milieux nitratés) 
etune chaîne pour la respiration fumarate (fonc- 
tionnelle en anaérobiose sur milieux contenant ce 
substrat}, tout en ayant également là possibilité de 
réaliser une fermentation. 


3.2.1. Respiration 


La respiration est d'abord caractérisée par la 
localisation de la chaîne de transport électronique : 

- au niveau de la membrane cytoplasmique 
dans le cas des procaryotes ; 

- au niveau de la membrane interne des mito- 
chondries dans le cas des eucarvotes. 

Elle se caractérise de plus par la nature de 
l'accepteur final d'électrons : l'oxygène molécu- 
laire, Le couplage oxydation du substrat et réduc- 
ion de l'oxygène est assuré par une chaine de 
réactions enzymatiques faisant intervenir des dés- 
hydrogénases et les coenzymes qui leur sont asso- 
ciées. 

Le mode le plus habituel de respiration est 
connu sous le nom de voie des cytochromes 


indirects. On en connaît parfaitement la compo- 
sition et le mécanisme dans la cellule eucaryote 
ainsi que chez certains organismes procarvotes 
(fie, AV Ga et bi Malgré leur diversité, toutes ces 
chaïnes ont de nombreux points communs, en par- 
hculier par là nature des coenzymes qui leur sont 
ASSOCIÉES. 

Les électrons et les protons issus des substrats 
dégradés dans Le cytoplasme sont pris en charge 
par le NAD* pour être transportés jusqu'à lamem- 
brane au niveau d'une chaîne respiratoire : ils sont 
pris en charge par les flavopratéines (FMN}, dont 
le groupement prosthétique contient du fer et du 
soufre et quelquefois du molvbdène, avant de pas- 
ser par les coenzymes Q (CoQ), véritables navet- 
es entre les EFMN rédunes et és cytochromes 
oxvdés : de plus, les CoQ assurent le découplage 
du transport de l'atome d'hydrogène en protons et 
électrons car seuls les électrons sont pris en charge 
par les cytochromes. 

Les cytochromes sont des hétéroprotéines à 
groupement prosthétique ferroporphyrinique. 
Île peuvent exister sous une forme réduite ou oxy- 
dée, le fer se trouvant à l'état ferreux bivalent, ou 
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Figure IV.6 - Chaines respiratoires. 


a : Chez les mitochondries 

La membrane mére contient une chaîne respiratoire qui assure le transport des électrons et des protons provenant du substrat par 
Mmtérnédiaie du MADHT. IIS Sont cèdés au Ravine-nomonuciéoide {FAN} qui far sortir les Z protons ; es électrons retourent à la 
surface interne we une protéine Fe'S ; les 2 électrons sont cécés à ? molécules d'ubiquinone (CoGi qui avec un proton du milieu 
internes se réduisent en semiquinons (OH). celle-ci dilfuse vers la partis externe de La membrane intenses en recevant au passage 
2 électrons supplémentaires du cytochrome à et 2 protons de l'ntérieur de l8 mitochondrie donnant de l'hydroquenone (04 ,) : l'hydro- 
mons cédé des elections au Ghéchronte €, et libéré bé protons à l'ectémeur. 04 8 doré un va-et-vient contiruel de lubiquinoné 
entre les 2 faces de lg membrane, Finalement les électrons vont être ramené à l'inténeur dé le mitochondne parles cpochromes €, 8 
et a, et transiérés à l'oxygène per ce damier pour donner de l'eau. 1ly a donc 3 see où # prions sont expulsés par molécule de 
MADH*, Une chame analogue existe chez les bactéries coydase + 

b: Chez E, co 

La membrans cytoplasmique d'E col contient une chaine respiratoire que présente des analogies avec cells des miléchondries. Les 
électrons st protons provenant du substrat par l'intermédiaire du MACH® sont cédés au flavine-adénine-dinuciéotide (FADH.} qui fait 
Sortir les 2 protons ; les électrons retournent à la surlace interne via une protéine F&'é : des électrons et 2 protons du milieu interne 
réduisent une molécule d'ubiguinons (God en hydraquirons (CH) qui diffuse vers la partie externe de la membrane et y Mère 4 
protons ; finalement les électrons vont être ramenés à l'intérieur de àa cellule par les cytochromes b et © et transférés à l'oxygène par 
ce dernier pour donner de l'eau, (l Fa donc 2 Sites où protons Sont expulsés par moktcule de MADH (Gone dans le cas de chaines 
réspiratotres plus Complexss avéc des tochromes € comme chéc les mitochondnés ou chéz éertainées bactéries comme À denitr- 
ficansi, 


If 


à l'état ferrique, trivalent. La cytochrome oxydase 
est le dernier transporteur de la chaîne ; ellé 
catalyse le transfert de l'hydrogène sur l'oxygène 
moléculaire tandis que son atome de fer est 
oxydé : 

Fe*t — Fertt, 


Alors que dans les cellules des orgamismes supérieurs, les 
cytochromes somt de nature uniforme, chez les bactéries ils 
scvt très divers, caractérisés par des spectres d'absorption dif- 
férents Les cytochromes sont présents chez toutes lés bacté- 
nés aérobies strictes. chez la majonté des bactéries aniéro- 
nes facultatives (celles qui peuvent unliser l'oxygène) et 
même chés certaines bactériss anaérobies strictes, Ils sont 
localisés dans la membrane cytoplasmique. 

La membrane cytoplasmique d'E coli contient une chaîne 
respiratoire qui présente des analogies avec celle des mito- 
chondries (fe. JF.7L Elle comporte la séquence : 

CoQeyt beyt 0. 


D'autres cyiochromes ont été identifiés chez E coli mas 
ils ne participent pas tous au transpon électronique dans la 
chaîne respiratoire membranaire. 

Les électrons et protons provénant du substrat par l'inter- 
médiare du MNADH sont cédés au Mlaviné-adénine-dinusléo- 
üde (FADH) qui libère 2 protons ; les électrons rétoument à 
la surface interne via une protéine Fc/S : des électrons et 
2 pruons du milieu interne réduisent une molécule d'ubiqui- 
noné (Co) en hydrogquinoné (1 qui diffuse vers la partie 
externe de la membrane et y libère 2 protons; puis les ékçc- 
tons vont être ramenés à l'intérieur de la cellule par les 
cyiochromes bete et transférés à l'oxygène par ce dernier 
pour donner de l'eau, Finalement, 1] existe 2 sites où À protons 
sonexpulsés par une molécule de NADH contre 3 dans le cas 
de chaînes respiratoires plus complexes avec des cytochre- 
mes c comme chez les mitachondnies ou chez certaines bac- 
téries comme F, denitrificans chez qui on trouve une séquence 
très proche de celle des mitochondries : 


CoQeyt Weyt coyt a + 4,10. 


Les diverses séquences se différencient par : 

— le nombre de cytochromes en jeu ; 

- la nature des cyiochromes et, en particulier, la présence 
ou non d'un cytochrome € : 

- la nature du cytochrome terminal qui assure Le transfert 
dés électrons à l'orvgène moléculure, quelle que soit sa 
nature (oyto chez E codi, cut at chez À denitrificans, etc.) : 
on l'appelle, de façon générale, « cytochrome oxvdase +. ]lne 
faut pas confondre ce terme, qui désigne une protéine respon- 
sable de la réaction : 

©, + de + 4H* = 7H,0. 
avec ce que l'on à coutume d'appeler, au laboratoure, la 
« réaction à l'oxydase » (voir $ 8.4.1.) 

Au mvéau de la membrane où se crée un gra- 
dient électrochimique, il y a de 1 à 3 sites où des 
paires de protons sont transférées ; les chaînes les 
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plus primitives n'ont en général que 1 site alors que 
les chaînes plus complexes, comme celles dés mito- 
chondnés, en possèdent 3: les bactéries se situent 
souvent en position intermédiaire avec 2 sites ; 
pour une même quantité de substrat énergétique, le 
rendement pourra donc varier d'un facteur 3. 
Lorsque l'accepteur final est soit un composé 
minéral oxygéné (mitrate, sulfate, carbonate, 
tétrathionate, etc.), soit un composé organique 
non fermentescible (fumarate, formiate, acétate, 
etc.), on a coutume de parler alors de « respiration 
anaérobie » (respiration nitrate, fumarate, etc.). 
Dans le cas des nitrates, la dermière étape est 
catalysée par la « NRA » membranaire (nitrate 
réductase À dissimilainice) : 
NADH + H* + NO,° — NAD* + NO," + H,0. 


Cette réaction s'accompagne de la création d'un 
gradient de protons (une paire de protons par 
molécule de nitrate réduite). Les nitrites peuvent 
soit s'accumuler (mais ils sont relativement toxi- 
ques), soit être dégradés à leur tour, mais sans pro- 
duction d'énergie éventuellement jusqu'au stade 
azcnc : 


2NO,H — 2NO,H + 2 (NOH) — NO — Na 


Les sulfates sont le plus souvent réduits en H,5 
(bactéries sulfatoréductnices). Certaines bacténes 
possèdent une hydrogénase qui assure l'élimina- 
tion des électrons et des protons selon la réaction : 


2H* + 2e H,. 


Dans le cas des composés organiques non femmentescibles 
{la respération famarate étant la plus connue}, il y 8 également 
formation d'un gradient de protons (ie. FAI 

Certaines bactéries (K. pneumaoniae, S, tphi murtumn, ete.) 
utilisent des composés organiques non fermentescibles (oxa- 
loucétate) pour créer un gradient de Ma* servant soit au trans- 
port de substrat (citrate chez À enenmonire), soit à la pro- 
duction d'ATP par une ATPasé Mat dépendante tout à fait 
andogue à Ll'ATPase H° dépendante, 

À cûté de la phosphoryhation oxydative du sthetrat (voir 
Ë44,7.1,1 d'autres voies existent en particulier la voie oxy 
dative directe qui fait appel à des enzynvcs auto-oxvdables qui 
transfèrent les électrons du subatrat à l'oxygène avec forma- 
tion d'eau oxygénée ou d'ions superox vides : 


FADH + On FAD oxvdase 


FAD + H:05 

Ces produits sont toxiques et doivent être rapidement 
dégradés par les catalases, peroxydases où superoxydes dis- 
mutases pour éviter La mot des bactéries. 
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Figure IV.7 - Quelques types de chaine respiratoire. 
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1. Aéspiralion aérobis chez E coût. À Respiration aérobue chez À demitmicans, 3, Aesoirafion nitrate {chez E caf dans le cas d'une 
culture anaérobie sur milieu nitraté}, 4, Respiration fumarate (chez E. co avec du lumarate et du forniate comme seule source de C 
et d'énergiel 5. Respiration aérobie des miochondes, 2 H* indiquent les endroits où une paire de protons est transférée de l'intérieur 
de Là celluis vers l'exténeur créant ainsi un grédient électrochimique, dy a de 1 à 4 sites où des paires de protons sont transférées : 
les chaînes les plus primitives n'ont en général qu'un aie alors que les chaînes éaborèes comme cellé des mitochondries possèdent 
3 sites, es bactéries se situant souvent en position intermédiaire avec 2 sites : pour une même quantité de substrat énergétique de 


rendement poure donc vanter d'un facteur 3, 


Deux mécanismes sont possibles : 
catalase 
305 ne H;0 + 1/2 Ch 


HO + 2H + 2e PÉORVÉSE 5 0 


Ces voles sont peu où pas énergétiques, Une bactérie qui 
possède une telle voie sans avoir de catalase est en fait anaé- 
robe stricte car l'oxygène est toxique pour elle, 

Certaines bactéries aérotolérantes comme les Srreproeinc 
cus, Qui m'ont pas de catalase, possèdent des enzymes flavi- 
niques (NAD oxvdase et MAD peroxydase) leur permettant 
de réaliser un équivalent de respiration cytoplasmique, 


3.2.2. Fermentation 


C'est aussi un processus d'oxydoréduction., 
ras lés accepteurs finals d'électrons sont des 
composés organiques et non pas des molécules 
d'oxygène. Ce processus Nbère également de 
l'énergie, mais nettement moins que la respira- 
tion. L'oxydation complète d'une molécule de 
glucose (respiration) en CO, et H,0 produit envi- 
ron 2 80) ET tandis que sa fermentation en acide 
lactique, par exemple, ne libère que 94 KI. 






Fumarate + 2h 


Sucéinate 


ADF + Fi 


Figure N°8 - Schéma de la respiration fumératé. 


Grâce à une chaine dé transport ééctroniquée membranaire 
formé de la fomiste-déshydrogénase (FOH), d'un coenzyme 
la ménaquinane) et de la turmaraté réductase (FRhil 4 2 formation 
d'un gradient de protons utilisable par l'ATPese. 


Ce qui caractérise en deuxième lieu ce type res- 
piratoire, c'est la nature des transporteurs d'élec- 
trons. Le NAD* et le NADP* sont pratiquement 
les seuls rencontrés (fig. V9), La nature des 
produits finaux est fonction de la variété des 


HT 


NAC 


AH; + EH- 
h X .X B 


+ H: 
Figure FV,9 - Mécanisme de transport électronique dans 
la fermentation. 


Le donneur (AH) et laccepteur (d'électrons sant des compo- 
sès organiques, Le transport des gléctrons 881 assuré par l8 
HD". 


substrats : sucre, acide organique, acide aminé, 
purine, pyrimidine, etc. 


3.3. Étude du métabolisme 
énergétique 


La chvergté dés schémas au cours des réachons 
d'oxydoréduction peut être mise à profit pour 
identifier les bactéries, d'autant que certaines des 
recherches proposées sont simples et rapides. 


3.3.1. Type respiratoire 


Pour définir le type respiratoire d'une bactérie, 
onutilise au laboraterre le milieu VF (viande-foie) 
qui a été régénéré et coulé en tube profond : quatre 
Lypes principaux peuvent Être reconnus comme le 
montre la fgure 411-4 (voir chap. IT. 


3.3.2, Réaction de l'oxydase 


Elle permet de mettre en évidence l'existence 
d'une chaîne respiratoire fonctionnant avec le 
cylochrome € membranaire qui à un potentiel 
redox identique à celui du TMPD (tétra-méthyl- 
paraphénylène diamine). Cette réaction est parti- 
culièrement utile chez les bactéries à Gram 
négatif : elle est positive avec les bactéries aéro- 
bis strictes (sauf Pr, maltophilia et Acinetobac- 
ter); elle est négative avec les bactéries aéro-ana- 
érobies facultatives excepté les Vibrio et les 
Aeremenas : en particulier chez les entérobacté- 
ries, la réaction est négative, bien que ces bactéries 
possèdent une chaîne respiratoire avec des cyto- 
chromes mais ceux-ci sont de type b ou ©. 
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3.3.3. Catalase 


La catalase est habituellement présente chez les 
bactéries à Gram positif saut dans les genres $trep- 
racoccus et Lactobacillus. En présence d'H,0;, 
une suspension de bactéries catalase positive libère 
de l'oxygène. 


3.3.4. Mitrate réductase 


La réduction des mitrates, que l'on peut recher- 
cher sur un milieu à base de nitrate (bouillon ou 
gélose) par la mise en évidence des nitrités (par le 
réactif de Griess}, peut résulter de deux mécanis- 
mes différents. 

Le premier est la réduction assimilatrice, cata- 
lyséé par la nitrate réductase B, qui conduit à des 
nitrites qui pourront être métabolisés par la suite 
en sels d'ammonium, l'ion NH," constituant une 
source d'azote utilisable. 

Le second est la réduction dissimilatrice ou 
« respiration nitrate ». Sous la dépendance de la 
nitrate réductase À ét d'autres enzymes, Îles 
nitrates seront totalement réduits en oxyde 
mitreux (NO) et, surtout, en azote (N;) qui sera 
éliminé. La respiration nitrate est faite en anaëro- 
biose, 


3.3.5. Type métabolique 


Cette recherche se fait en utilisant le glucose 
comme substrat, ce sucre étant le plus umiversel- 
lement utilisé par les bacténes, Le rmhéu d'étude 
est soit le milieu d'étude de la vote d'attaque des 
glucides (MEVAGY, soit le mulieu Hugh et 
Leitson, I faut incuber en aérobiose et en anaéro- 
biase. 

Quatre cas peuvent se présenter après culture 
(fie. FV. 101. On dit que les bactéries sont : 

- fermentantes én présence d'une culture et 
d'une acidification dans les deux tubes : 

- oxydantes lorsqu'elles produisent une acidi- 
Fication seulement en aéromiose : 

— inactives en absence d'acidification dans les 
deux milieux ; 

— alcalinisantes lorsqu'on observe une alcali- 
misation en aérobiose, ce qui traduit une utilisation 
dés péptones. 





Figure 1V.10 - Recherche du type métabolique. 


Huile de 
rarafting 


La recherche se fa en milieu Hugh et Leifson en utilisant deux tubes dont lun est recouvert d'huile de paraïfine (anaérobiosel, l8s 
milieux verts (v) au départ pouvent virer Soit au jaune 0 soit au Heu (bi. Quatre cas sont possibles : ©: oxvydatif, F : fermentaiié, 


À: alcalinigant, | : inactif, 


3.3.6. Réduction des dérivés soufrés 


La réduchon des divers composés oxygénés du 
soufre (sulfate, sulfite, thiosulfate, etc.) est mise 
en évidence par la production d'hydrogène sulfuré 
révélé sous forme de sulfure métallique noir (sul- 
fure de fer ou de plomb). 


3.4. Stockage et utilisation 
de l'énergie 


3.4.1. Liaisons riches en énergie 


La cellule stocke l'énergie au niveau de compo- 
sés qui pourront la hbérer facilement dans des 
conditions compatibles avec la vie de la cellule 
(milieu aqueux à 20-40 °C). Une réaction chimi- 
que bien adaptée à ces conditions est l'hydrolyse 
de la liaison ester-phosphate (OP) : le composé 
le plus utilisé par la cellule est l'ATP. D'autres 
composés sont également riches en énergie (si leur 
hydrolyse libère plus de 21 kJ:mole-!} : 

— les nucléosides (UTP, GTP, CTP, TTP) ; 

- les acylphosphates 


R—C—0-P 


par exemple, l'acétylphosphate (AG =—42,2 kJ:. 
mole |, le 1-3 diphosphoglycérate (AG = - 49,3 kJ- 
mole”1} : 
— les énolphosphates 
CH, 
Ê 
R—C—0-P 

par exemple, PEP (G = 53,5 kl:mole”!) ; 


= l'acylthioester 


he 


par exemple, la coenzyme A. 


3.4.2. Origine 


L'ATP peut être synthétisé par deux types de 
MÉCANISMES : 

— la phosphorylation au niveau du substrat, qui 
a lieu dans le cytoplasme : 

- la phosphorylation liée à un gradient élec- 
trochimique de proions et qui se déroule au 
mvéau de la membrane cytoplasmique (dans cette 
catégorie, on trouve aussi bien la phosphorylation 
oxydative que la photophosphorylation). 

Dans lun ou l'autre cas, cette synthèse est réa- 
lisée aux dépens de l'ADP et du phosphate inor- 
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3.4.2.1. Phosphoryiation au niveau 
du substrat 


Au cours de l'oxydanon du substrat, un phos- 
phate inorganique est lié par voie enzymatique à 
l'un des produits de dégradation. Le composé 
oxydé est porteur d'une haison phosphate, riche 
en énergie, qui peut ensuite être transférée à un 
ADP, Ce mode de formation de l'ATP est ren- 
contré au cours de deux étapes de la dégradation 
du glucose par la voie d'Embden-Mevyerhof : 
l'oxydation du 3-phosphoglycéraldéhyde en acide 
1-5-diphosphoglycérique et la transformation 
de ce dermer en acide pyruvique. La phosphoryla- 
tion au niveau du substrat constitue le mode prin- 
cipal de formation d'ATP au cours de la fermen- 
tation. 


3.42,2, Phosphoryiation liée au gradient 
de protons 


Lors du transfert d'électrons au cours de la res- 
piration (aérobie ou anaérobie) ainsi que lors de la 
photosynthèse, il y a création d'un important gra- 
dient de protons qui représente une réserve d'éner- 
gié (comparable à un condensateur électrique 
chargé), réserve qui peut être récupérée en laissant 
les protons retourner de l'autre côté de la mem- 
brane à travers une structure que l'on pourrait 
comparer à un petit moteur fabriquant de l'ATP 
fie. FV.2L 

L'énergie du gradient peut se décomposer en 
deux termes : 

— la différence de concentration en protons de 
part et d'autre de la membrane et qui est à l'origine 
d'une différence de pH (environ 2 unités chez 
E. coli, l'extérieur étant plus acide) : 

- la charge électrique portée par les protons 
qui crée une différence de potentiel et un champ 
électrostatique (environ 70mV chez E. coli, 
l'extérieur étant Le côté positif}. 

Cette force proton-motrice peut être utilisée 
comme source d'énergie pour la phosphorylation 
(mais aussi pour le transport, etc.). Les enzymes 
qui permettent le retour des protons à travers la 
membrane tout en assurant la synthèse d'ATP sont 
tout à fait semblables chez les mitochondries, les 
bactéries et les chloroplastes ; ce sont des amas 


LR 


globulaires saillant à la surface de la membrane 
formés de deux parties : 

- une partie appelée F, (ou CF, dans les chlo- 
roplastes} formant une protubérance sur la partie 
interne de la membrane : 

- une partie appelée F, située dans la mem- 
brane et à laquelle est rattachée la partie F;. 

Ce complexe F,-F, est capable, chaque fois que 
2 ou 3 protons le traversent dans le sens extérieur- 
intérieur, de synthétiser une molécule d'ATP. Le 
nombre de protons nécessaire pour la synthèse 
d'un ATP semble dépendre de l'organisme consi- 
déré : 

— pour les mitochondries, il serait de 2 : 

-— pour les chloroplastes et probablement pour 
la plupart des bactéries, il serait de 3. 

Pour établir les bilans énergétiques, il faut tenir compte de 
l'énergie libre nécessaire à la synthèse de l'ATP qui peut 
ainsi varier de 29 62 kJ-mole”! : or, celle-ci dépend des con- 
centraiions respectives en subetrats (ADP'et phosphates)eten 
produit (ATP, Une forté concentration én substrats liée à une 
faible concentration en produit (ce qui est le cas d'une cellule 
très active qui consomme l'ATF à grande vitesse) diminue 
l'énergie libre nécessaire, Chez E coli, l'énergie libre du gra- 
dient électrochimique est d'environ 18 kJ-mole”l de protons 
tdans les mitochondries, 1 est d'environ 22 KJemobe 1}. Gans 
les conditions ordinaires de la vie bactérienne, on peut estimer 
que la synthèse d'ATP requiert de l'ordre de 50 kJ-mole"! ce 
qui, compte tenu de l'émergie du gradient de protons, cornes 
pondrait bien à l'utilisation de 3 protons par ATP. Il n'est 
cependant pas exclu que cetté énergie soit quelquefois plus 
faible, de l'ordre de 30 à 35 kJ-mole-! (en particulier en cas 
d'anaboliome très inténéé créant une Éorte consommation 
d'ATF} : il suffirait alors de 2 protons pour La synthèse d'un 
ATP. À l'inverse, lorsque la chaîne électronique membra- 
maire n'assure pas le transfert dé protons (chaîne absente ou 
défaut d'accepteur d'électrons), l'ATP synthétase voit sa 
Fonction inversée, elle dégrade alors de l'ATP {provenant par 
cacmple de phosphorlations liées au subatrat} pour produire 
un gradient de protons (2 ou 3 H° pur ATP hydrolysé en 
ADP). Ce gradient assurera en particulier les tranéports actifs 
tranemembranaires. 


3.5, Conclusion 


On dent insister sur le rôle du métabolisme éner- 
gétique car la biosynthèse cellulaire, la croissance 
et la multiplication microbienne dépendent avant 
tout de l'énergie produite par la cellule. Le méta- 
bolisme tend essentiellement à produire de l'ATP. 
Quel que soit le mode des réactions énergétiques, 


la priorité absolue est bien [a synthèse de l'ATP. 
Lipmann l'a fort bien rappelé lorsqu'il a dit, à pro- 
pos des fermentations : « Les fermentations n'ont 
pas pour fonction de synthétiser de l'acide propio- 
nique où de l'alcool, mais de l'énergie sous forme 
d'ATP.» Les différentes voies métaboliques 
englobent donc des réactions énergétiques et des 
réactions non énergétiques, Les premières sont 
essentielles mais les secondes, sous un certain 
aspect, sont tout aussi importantes car elles sont la 
source de nombreux produits intermédiaires, 
points de départ de nouvelles synthèses. Ainsi, 


dans la respiration comme dans la fermentation, 
les voies du métabolisme d'une part servent à la 
production d'énergie et, d'autre part, elles abou- 
tissent à des corps Intermédiaires précurseurs des 
macromolécules. Notre étude s'attachera à mon- 
trer l'importance de chacune d'entre elles tant au 
niveau du métabolisme intermédiare avec les 
sous-produits engendrés et les réactions « clés » 
mises en œuvre qu'à celui du métabolisme éner- 
gétique. Pour les détails des réactions et des for- 
mules, on se reportera si besoin est à un ouvrage de 
biochimie. 


4. Métabolisme glucidique 


4.1. Catabolisme 


Tous les glucides sont suscepubles d'etre cata- 
bolisés. Le glucose est le plus utilisé, soit à partir 
du mulieu où 1l est présent soit aprés hhération à 
partir des polysaccharides. 


4.1.1. Glucose 


Alors que, chez les eucarvotes, la totalité du glu- 
cose est métabolisée par la voie de la glycolyse, les 
micro-organismes possèdent uné variété d'autres 
voies qui fonctionnent souvent en parallèle 
fie. [VIT Notre étude s'attachera à montrer 
l'importance de chacune d'entre elles tant au 
niveau du métabolisme intérmédiaire avec les 
sous-produits engendrés et les réactions « clés » 
mises en œuvre qu'à celui du métabolisme éner- 
eétique. Pour les détails des réactions et des for- 
mules, on se reportera si besoin à un ouvrage de 
biochimie. 


4.1.1.1. Vois d'Embden-Meyerhof 
(EM) ou glycolyse 

Elle à été la première voie connue. C'est celle 
qui est suivie aussi bien chez les amimaux (mus- 
cles) que chez les levures et chez un grand nombre 
de bactéries aérobies, anaérobies strictes ou facul- 
latives, Tous ces organismes cependant ne for- 
ment pas les mêmes produits finaux. [y a un tronc 


commun jusqu'au pyruvate ie. {V. 12} dans lequel 
se trouvent lés réactions caractéristiques de cette 
voie, à savoir : 

- l'activation du glucose (a) : 

- le clivage de l'hexose par l'aldolase (b) 
(enzyme « clé ») ; 

— la formation de deux ioses (€) : 

- la phosphorylation oxydative du triose- 
phosphate (d) (avec comme coenzyme le NAD*) 
avec libération d'énergie : 

— la formation d'ATP {e) : 

— la produchon hnale de pyruvate. 

Le bilan s'établit comme sut (Glc = glucose : 
Pyr = pyruvate) : 

Gle + 2 NAD* +2 ADP +2 Pi = 2 Pvyr 
+ 2 (NADH + H*j +2 ATP. 


Le rendement énergétique, de l'ordre de 2%, est 
fuble, l'énergie restante étant accumulée dans les 
NADH ei surtout dans le pyruvate. Il faut se rap- 
peler qu'une seule liaison C-C du glucose a été 
coupée. 


4.1.7.2. Destinée du pyruvate 


Selon l'équipement enzymatique des espèces 
bactériennes, on obtiendra différents produits de 
fermentation à partir du pyruvate (fie. {V3 il 
peut aussi être complètement oxydé, De nombreu- 
ses fermentations ont un intérêt industriel ou dia- 
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Fiqure (11 - Principales voies de dégradation de glucose chez les bactéries. 


° Fermentation alcoolique. Cette fermenta- 
tion, qui est à la base de la fabrication du vin, de la 
bière et du pain, ést réalisée par des levures dont 
Se, cerevisiae est la plus courante (levure dé bou- 
langene). 


Pyr — Acétaldéhyde —= Éthanol 
AT 
NADH + H* NAT 


Le bilan global de la réaction peut s'établir 
comme suit (Eth = éthanol) : 


Gle +2 ADP +2 Pi — 2 CO, + 2 Eth + 2 ATP 


Le bilan énergétique se solde par la production 
de 2 ATP, soit un rendement de l'ordre de 2 %. 

En milieu alcalin, la fermentation s'accompagne 
d'autres produits (glycérol, acétate} qui peuvent 
être responsables de la « maladie du vin». En 
dehors de son importance dans l'alimentation, cette 
fermentation est aussi utilisée à des fins industriel- 
les (production d'alcool pour Le « carburol 1 

Fermentation homolactique. Réalisée entre 
autres par les Srreprococcus, de nombreux Lacto- 
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bacillus et certains Focillus ét moisissures, c'est la 
fermentation principale du lait qui conduit au 
vaount ét au fromage frais ; elle intervient aussi 
dans l'élaboration du fourrage en silo (L. plantarum 
est l'espèce principale qui. par la production de 
l'acide lactique, entraîne un abaissement du pH 
propiéé à la conservation). Elle peut s'exprimer 
par a réaction (Lac = lactate) : 


Lacticodéshydrogénase 


PT + LH 
er Feet 
NADH + H* NAT 


Le bilan global est le suivant : 
L'Cic + 2 ADP + 2 Pi = 2 Lac + 2 ATP. 


Au laboratoire, elle se caractérise par l'abaisse- 
ment du pH (virage d'un inthcateur). 

* Fermentation acide mixte {fu 11° 74). Effec- 
tuée essentiellement par les entérobactéries, elle 
se caracténse par la grande diversité des produits 
de fermentation, diversité encore accrue en fonc- 
tion des conditions du milieu. 
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Figure [V.12 - Voie glycoltique Embden-Meyerhot. 


Avec E. coli à pH 6-6,2 (légèrement acide), le 
bilan approximatif s'établira comme suit (Ac = 
acétate : Suc = succinale) : 
9Gle— 5 Eth+4Ac+8 Lac +1 Suc+8CO.,+8H;. 

À pH 7,8-8 (légèrement alain), ul sera différent 
(For = formiate} : 

9 Glc — 5 Eth +9 For +4 Ac +7 Lac + 1.5 Suc, 

Cette différence est due à l'enzyme « hydrogène 
lyasé » qui, en milieu acide ou neutre, décompose 
l'acide formique en CO, et H:, 


Dans les deux cas, des traces de nombreux 
autres produits seront obtenues (acétone, buta- 
nediol, glycérol, etc). Avec d'autres entérobacté- 
ries comme les Serratia, à pH 6,5, les proportions 
seront différentes : 

10 Gle — 6 butanediol + 6 Eth + 5 For + | Lac 
+ 1 Suc + 12 CO, 

On voit donc l'importance du pH du milieu sur 
la fermentation (beaucoup de gaz en milieu acide, 
pas de gaz en milieu basique). 
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Figure 1.13 - Principales voies fermentaires à partir de pyruvate. 
D'après Wood AA. in - The Bectans +, vol 2 Acanamic Press, New Fork, 19611 


Ces fermentations peuvent s'accompagner de la 
production d'autres produits : 

— l'acétoïne qui, par oxvydation à l'air, donne du 
diacétyl (responsable du goût du beurre et produit 
lors de la maturation de la crème) ; 

- le butanediol qui peut être transformé en 
butadiène et servir pour la synthèse du caoutchouc 
synthétique. 

Enfin, le diagnostic des entérobactéries repose 
en partie sur la mise en évidence de ces produits de 
fermentation. 

- Fermentation des bactéries anaérobies 
strictes. On peut distinguer essentiellement trois 
sortes de fermentations. 


| 


+ Fermentation butanoïque (anciennement 
butyrique). Réalisée par CL Butyricum, CL per- 


fringens, et d'autres, elle donne lieu aux sous-pro- 


duits suivants (Bty = butyrate) : 
4 Gle — 2 Ac + 3 Bty +8 CO, + 10H. 

C'est la fermentation type des boîtes de con- 
serve avariées, caractérisée par uné mauvaise 
odeur, de la production de gaz, de l'acidité. 

CL tvrobutyricum, que l'on trouve souvent en 
grande quantité dans l'ensilage, peut se retrouver 
dans le lait et provoquer dans les meules de 
gruyère où d'emmenthal une fermentation de 
l'acide lactique en acide butyrique et hydrogène 
provoquant leur éclatement. 
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Figure IV.14 - Fermentations acides mixtes et butanediolique. 


* Fermentation acétonobutylique. CL aceto- 
burylicum donne naissance à (but = butanol) : 


5 Gle — 3 But + | Ac + | acétone + 11 CO; 
+8H;. 


Cette fermentation, par sa production de subs- 
tances énergétiques (acétone, butanol, H;), peut 
servir à valoriser les déchets agricoles pour 
fabriquer du carburant. Elle a été utilisée par les 
Allemands lors de la Première Guerre mondiale 
pour la fabrication d'explosifs à partir de l'acé- 
tone. 

* Fermentation propionique. Effeciuée par 
les Propionibacterium, elle produit, à partir du 
glucose ou du lactate, un mélange d'acétate, de 
propionate et de CO, en proportions variables. 
Elle correspond à la fermentation secondaire 
de certains fromages à pâté cute (gruyère, 
emmenthal...), l'acide propionique intervenant 
dans la saveur et le CG, étant à l'origine des 
trous : 

3 Glc — 4 Pro + 2 Ac +2 CO. 


Les Propionibacterinm sont également les hôtes 
du tube digestif des ruminants où ils participent à 
l'assimilation alimentaire. 


4,1.1.3. Solutions de remplacement 
à la glycolyse 

D'autres possibilités de dégradation du glucose 
existent dans le monde microbien : deux voies vont 
retenir notre attention du fait de leur importance. 

* Fermentation hétérolactique {fe IV 15 
et IV. 16). Cette voie fait suite à celle de Warburg- 
Christian. On l'appelle aussi voie des pentoses 
phosphates ou voie de Dickens et Horecker (qui 
l'ont découverte en 1955). Elle 5e retrouve chez 
des Lacrobacillus, diverses entérobactéries et les 
Leuconastoc. Elle est caractérisée par : 

— une activation du glucose (a) : 

— deux oxydations successives du glucose-6" P 
(b, c} ; 

- une décarboxylation donnant un pentose (d) : 

- la dégradation des pentoses par l'enzyme 
« clé » : la pentulose phosphacétolase (e) : 
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Figure 15 - Voile de Warburg et Christian. 


- né parte commune avec la voie d'Emden- 
Meverhof : dégradation du +-P-glycéraldéhyde (}. 

Cette voré peut aussi être suivie lors de la dégra- 
dation des pentoses (par l'intermédiaire du stade 
ribose-P}. Les Laciobacillus qui utilisent les pen- 
toses possèdent souvent une acétokmasé qu leur 
permet la réaction (Rib = ribose) : 

acétyl P + ADP = Ac + ATP, 
On pourra donc établir le double bilan : 
Gic + ADP + Pi = CO, + Lac + Eth + ATP 


Cru 
Rab + 2 ADP + 2 Pi — Lac + Ac +2 ATP 

La dénomination < fermentation hétérolactique » 
s'explique par la présence d'autres composés à côté 
de l'acide lacuque. Cette fermentation est le plus 
souvent nocive, provoquant des altérations des jus 
de fruit, de la bière, du vin, etc. Mais elle est mise en 
jeu au cours de la production du kéfir au Moven- 
Orient, qui est une boisson gazeuse crémeuse, 
épaisse, contenant des « grains» constitués de 
polysacchandes (kéfirane), de caséine coagulée par 
l'acide lactique présent et de micro-organismes, La 
stabilité des « grains » de kéfir dépend de la sym- 
brose entre des levures (4 cerevisiae, 8. unisporus, 
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+. kefvr, Ca. kefvr, Ca. valide}, représentant de $ 
à 10% de la culture, des bactéries lactiques (Lac: 
rcocous, Lenconostoc, Lactehacillus) et des strep- 
LOCOQUES. 

+ Voié d'Eninér-Doudoroff. Découverte par ces deux 
chercheurs en 1483 chez les Preudomones, elle se encontre 
aussi chez d'autres espèces flrerohacter, anrhonones, cer 
Laine Streprococcus). Au Mexique, La fermentation alcoolique 
du jus d'agave 5e fa avec l'intervention de Évmanonnees 
mails pour doner le pulque qui ressemble à un cidre mous 
soux) ct La tequila : en Afrique, c'est le vin de palme qui ést 
fabriqué de cette manière. Cette voie est caractérisée par 


HA FL Î #r fL F7 : 

- une activation du glucose (a) ; 

- une oxrdation du glucose-phosphatce (bi: 

- l'obtention d'un composé «clés, Le KDPG (ec) ou 
cts É-phosphogluconate (d'où l'appellation 
vi du ÉDPCG donnée quelquefois à cette voret : 

— une envie « clé », la KDPG aldolase (A : 

= AE partie Corne avec la voie d'Emden-Meverhot (e) 

Le bilan eat le suivant : 


Gle + ADP + Pi — 21 C0, + 2 Eth +1 ATP. 


4,1.1.4, Dégradation aérobié du glucose 


La plupart des bactéries aérobies ou aéro-anaé- 
robies sont capables de dégrader le glucose en pré- 
sence d'oxygène jusqu'au stade CO, et H;,0. 
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Figure 1V16 - Fermentation hétérolactique du glucose par la voie des pentoses-phosphate (Dickens-Horecker], 


L Herokmase. 
2 Glucose-6F déshydrogénase. 
& P-Gluconate déshydrogénase, 


 Glycolyse et oxydation complète du glucose : 
cycle de Krebs. Le cycle tricarboxylique de Krebs 
fe. IVIAT assure, chez les micro-organismes 
aérobies comme chez les organismes supérieurs, 
l'oxydation complète du glucose. I nintervient 
pas uniquement dans le métabolisme glucidiq Li, 
Car l'acélate qui va subir une oxydation totale peut 
provenir non seulement de la glycolyse, mais aussi 
de l'oxydation (f-oxydation) des acides gras ou 
des acides aminés. Ainsi, en un tour de cycle, 
1 molécule d'acétate est dégradée en 2 molécules 
de CO,, 8 H sous forme de 2 NADH*, 1 NADPH* 
et 1 FADH.,. En plus de son rôle de dégradation et 
de production d'énergie, le cvcle de Krebs cons- 
titue le point de départ de la synthèse de nombreux 
métabolites essentiels, 


© Fibulose-P-épimérase, 
5 Pentuloss-P cétélase, 
& Acétaldémde désghydrogénase, 


+ Alcool déshydrogénese. 
# Riboss-F lsomèrese, 


“ Bilan énergétique de la dégradation aérobie du glu- 
cose. Le bilan énergétique peut être établi soit en males dé pro 
tons expulsés soit en moles d'ATP produites. I faut cependant 
avoir présent à l'esprit le fait que tous les protons du gradient 
électrochimique né donnent pas forcément de V'ATP, d'autres 
fonctions cellulaires utilisent directement ce gradient sans pas- 


ser par ATP étranspon, mobilité), De ce fait, an bilan exprimé 
en protons est plus judicieux à la fois pour catculer Le rendement 


énergétique et pour comparer différentes voies de dégradation 
(respiraton, shunt, fermentation etc.) abnsi que pour comparer 
les rendements énergétiques de différents micro-organismes 
entre eux, De plus, dl subsiste toujours une incertitude sur Le 
nnbre dé males d'ATP formés à partir d'une mode de protons, 
Chez Æ cod, a elrcolyse nous fournit 65 on prend comme 
hypothèse une utilisation de 3 Hf pour L ATP} ab, FF. 
Au total, il y a donc l'équivalent de 56 H*, soit 56 x 18 
= | 008 kI-mole"! de glucose ; la libération d'énergie pro- 
venant de l'oxydation complète du glucose étant de 
3 875 kJ-mole”!, le rendement obtenu par ces transformations 
biologiques est de (1 O2 873) x 100, soit environ 35. 
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Figure 1V.17 - Fermentation du glucose par la voie d'Entner-Doudoroff Cymomanas mobilis). 
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Tableau [1 


Transphosphory lation Cydation de 2 pyruvaies +2 NADH + H* 


du glucose 


Toansphosphory lation Cavdation de 2 isocitrates + 2 HADH + H* 
du fructose-6P Cxydation de 2 isocitrates +2 FADH; 


Transphosphory lation Csvdation de à «-cétogluta- + 2 NADH + H* 


du 1-3 diphosphoglycé- rates 
rate (à modes) 


Transphosphorylation | +2 ATP Oxydation de 2 malases +2NADH + H* 
du PEP (2 moles) : 


Oxydation du 3P-glycé- | +2 NADH + H+ Désacylation de 2 succinyl-CoA | +2 GTP 


raldehyde 





Chez PF. denirrificurs, la même dégradation se solde par un 
bilan différent du fait de la production de 3 paires de protons 
par NADH oxydé (on prend comme hypothèse 3 H* pour 
1 ATP). 



















































































Transphosphors lation 
du glucose — | ATP — 3 
| Transphosphorylation du 
fruciose-6fF - 1 ATF = 
Transphosphorsiation du 
L-3 diphosphoglycérate | 
{2 molles] +32 ATP + 
Transphosphorslation | 
du PEF (2 moles} +2 ATP +6 
Oavdation du 1F-glvcé. 
raldéhyce LH 2 NADH + H* + 13 | 
Réactions lors du cycle 
de Krehs : | 
| Oxvydatron de à pyruvates dt 2 NADE + M) + 12 
| Cxvdation de Z'isocitrates + 2 MADH + H* + [2 
| Oxvdation de ? succinates +12 FADH: +8 
| Oxvydation de 2 x-cétoglu- 
| tarates +2NADH+H*) +12 
| Oxydation de 2 malates +2NADH +H*] +12 
Déacslation de ?auccinyt- 
Co + 20TF +6 








Au total, 1 y a donc l'équivalent de 40 H*, sait 80 x LE 
= | HOkJ-mole-! de glucose : ke rendement obtenu est de 
(1 4402 875) x 100, soit environ 50 %. 

Ces rendements sont à comparer avec celui des fermenta- 
tions (de 1 à 3%). 

° Shunt de l'hexose monophosphate. Cette 
voie, dite de Warburg-Dickens Horecker, emprunte 
le tronc commun précédent qui conduit du glucose 
au 6-P-gluconate. Puis elle poursuit les mêmes 
étapes que la fermentation hétérolactique jusqu'au 
xylulose S-P, C'est à ce niveau que se situent les 
divergences. Cet intermédiaire subit en effet une 
série d'interconversions catalysées par la transcé- 
tolase et la transaldolase, Pour chaque mole de 
iiose-P, 3 moles de CO, et 6 moles de NADPH 
sont obtenues. L'ensemble des étapes est schéma- 
tisé sur la figure IV. 19. 

Du point de vue énergétique, l'oxydation des 
12 moles de NADPH fournit 48 H* {soit de 16 à 
24 ATP) chez les bactéries ayant 2 sites de pro- 
duction d'H* {comme E. coli) et 72 HT (soit de 
24 à 36 ATP) chez celles qui en ont 3, Ce cycle, 
qui peut être suivi par un grand nombre d'espèces 


de bactéries (Acetohacter, Pseudomonas, E. coli}, 
de levures {Torula), de moisissures (Aspergillus 
est caractérisé par la production de NADPH + H* 
nécessaire aux biosynthèses. Il donne aussi nais- 
sance à de nombreux hexoses et pentoses, Par 
cette production de pentoses, cette voie est à la 
base des synthèses d'acides nucléiques, d'acides 
aminés aromatiques et de nombreuses vitamines. 


4.1.2. Catabolisme des disaccharides 


Les disaccharides subissent de la part des micro- 
organismes une action d'hydrolyse. Les enzymes 
responsables sont presque toujours des enzymes 
induites et très spécifiques de la forme de la liaison 
glycosidique (& ou ). Elles peuvent également 
dégrader des analogues de substrat qui possèdent la 
mème liaison glycosidique (ONPG à la place du lac- 
tose). Gräce à cette propriété, on peut mettre en évi- 
dence les enzymes en ayant recours à des substrats 
chromogènes où libérant un produit chromogène 
après hydrolyse. Elles seront recherchées sur les 
germes après culture sur les substrats spécifiques : 

— lactose pour la B-galactosidase ; 

- maltose pour la maltase : 

— saccharose pour l'invertase. 

L'action des enzymes libère les oses constitu- 
üfs, Le glucose subira l'une des voies métabali- 
ques définies précédemment. Le fructose, qui pro- 
vient du saccharos, est transformé par 
phosphorslation en fructose phosphate qui rentre 
ensuite dans le cycle d'Embden-Meverhof. Le 
galactose, qui provient du lactose, sera épimérisé 
en glucose en trois étapes (UDP : uridine diphos- 
phate, Gal : galactose) : 


Gal+ ATP Gal-kinase Gal 1-P4+ ADP 
Gal l-P+ UDP.Gie Transférise 


UDP.Gal Épimérase 


UDP-Gal + Gle 1-P 
UDF-Gbc 
Le bilan global s'établit comme suit : 

Gal + ATP = Glc 1-P + ADP. 


Le galactose peut aussi étre oxydé et utilisé par 
une voie analogue à celle d’Entner-Doudoroff. 

Les disacchandes font l'objet d'un large emplon 
industriel : le maltose dans l'industrie de la bière, 
le saccharose pour la pâtisserie, la confiserie, etc. 
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Figure lV.19- Shunt de l'hexose monophosphate. 
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et pour la fermentation (alcool de betterave), le 
lactose dans les laitertes et les fromagernies. 

Le lactose est un constituant de nombreux 
nuhèux de culture d'un usagé courant en micro- 
biologie médicale et, surtout, en microbiologie 
alimentaire. Les bactéries qui fermentent lé lac- 
tose (coliformes, Æ. coli} sont des germes tests de 
contamination fécale et sont donc recherchées en 
lant que telles pour évaluer la qualité sanitaire des 
produits alimentaires. La recherche de Ha B-galac- 
losidase est un test de grande utilité diagnostique, 


4.1.3. Catabolisme 
des polysaccharides 


Les polysaccharides sont très nombreux ei 
variés dans la nature et de nombreux micro-orga- 
nismes se sont spécialisés dans leur dégradation. 
Deux polysacchanides méritent une attention par- 
ticulière. 


4.1.3. 

Ce polygelucose renferme deux constituants : 
l'amylose (20 3, ou poly-@ (1-43-D-glucopyra- 
noside, et l'amylopectine (80 Sc dé la masse totale). 
de structure ramifiée et comportant des chaînes 
latérales branchées par liaison © (1-6) tous les 
20 résidus glucose environ. 

Les amylases microbiennes qui dégradent l'ami- 
don sont des excenzymes. On distingue : 

- les c-amylases qui scindent la molécule en 
n'importe quel point fendoamylases) au niveau 
des liaisons (1-43. Leur activité donne naissance 
à du maltose, du maltotnose et dés déxtrines : 

— les f-amylases qui ont le même mode d'action 
mais qui coupent la molécule à partir de son extré- 
mité non réductrice seulement (exoamylases}. On 
obtuent du maltose et des dexinnes de poids molé- 
culaire élévé : 

— les amylases (glucamylases) sont exclusi- 
vement bactériennes ; elles attaquent par l'extré- 
mité non réductrice aussi bien les Naisons € (1-4) 
que les baisons @ (1-6) en libérant du glucose. 

Les amylases sont rencontrées surtout chez les 
Bacillus, les Clestridinum el les Aspergillus. Au 
laboratoire, leur mise en évidence est un critère 
d'idenuhication. 


AUTHÉON 


Le saké japonais est le produit de la dégra- 
dation de l'amidon du riz par Fo-amylase 
d'A. orizeae puis d'une fermentation alcoolique 
par $e. cerevisiae. 


4.142. Cellulose 


Ce poly-B (1-4)-D-glucopyranose, constituant 
principal des plantes, se retrouve dans les débris 
végétaux (sol, sédiments) et dans le tube digestif 
des herbivores. 

Les organismes cellulolytiques sont très variés : 
Bacillus, Clostridiun. Cellulomenas, Pseudome- 
nas, moisissures, etc. Dans le milieu naturel, ce 
sont les agents de dégradation des fibres textiles 
cellulosiques (coton, jute}. Leur importance est 
primordiale dans la nutrition des herbivores 
(bovins) qui ne possèdent pas de celluläses propres 
et ne pourraient donc digérer que très partielle- 
ment l'herbe qu'ils mangent sans eux. Les bacté- 
nies cellulolytiques du rumen ou de Fintestin 
effectuent ce travail de digestion, Gé qui permettra 
à l'animal d'absorber les produits de la dégradi- 
tion de la cellulose (glucose, maltose) et les cellu- 
les bactériennes La vache peut être qualifiée en Fait 
de + camivoré » qui se nourrit dé protéines bac- 
tériennes, Son rumen constituaun une véritable 
étuve (37 °C) assurant la croissance des bactéries 
cellulolytiques à partir de l'herbe ingérée. La 
cellulose provenant des résidus de paille, de paille 
de riz et des déchets dé maïs peut être hydrolysée 
par différentes espèces fongiques (Frichoderma 
harzianum, Pe. janthinellum, Chactominum cellu- 
lofvrécount). 


4.1.3. Autres polysaccharides ou dérivés 

On peut citer : 

— la pectine dont la dégradation est recherchée 
dans le rouissage de fibres textiles (chanvre) : 

- Ja chitiné provenant des carapaces des crus- 
lacés où de la paroi des champignons : 

— les chrondroïtines sulfates du cartilage : 

- l'acide hyaluronique : 

- l'agar-agar, etc. 

Tous ces composés sont dégradables par certar- 
nes espèces microbiennes, même l'agar qui est 
pourtant utilisé pour la géhfcation des milieux du 
fait de sa stabilité. 


4,1.4, Catabolisme des dérivés 
des sucres 


Les dérivés des sucres comme les acides et les 
alcools sont dégradables par les micro-organts- 
mes. Ces composés sont utilisés dans des milieux 
de culture en vue de l'identification des bactéries 
au laboratoire. Cette dégradation conduit le plus 
souvent au stade du sucre correspondant On peut 
mentionner : 

- les hexitols tels le mannitol, le dulcitol, qui 
donnent naissance respectivement au mannose, au 
galactose et au sorbose : 

- les méthylhexoses comme le rhamnose don- 
nant du mannose ; 

- les hétérosucres comme l'esculine, qui est le 
glucoside de l'esculétine (6,7-dihydroxycouma- 
fine + glucose}, et la salicine, qui est le glucoside 
de la saligénine (alcool salicylique + glucose). 


4.2. Anabolisme 


L'anabolisme des glucides procède de voies 
générales classiquement décrites dans les livres de 
biochimie, Quelques cas particuliers qui peuvent 
faire l'objet d'expériences de laboratoire seront 
brièvement rapportés. 


4.2.1. Synthèse du glycogène 


Lorsqu'une bactérie est limitée dans son déve- 
loppement pour une cause autré que la source 
d'énergie et de carbone, elle peut accumuler du 


glycogène à condition de posséder le système 
enzymatique qui permet la polymérisation du glu- 
cose en glycogène : cette synthèse se Fait suivant 
lé schéma suivant : 


ATF ADF 
Cie a CHER "2 Cie 1-7 ATF 
ADP Glc A FF 


(Ge, 


ADF 


{Gil}, 


Le glycogène s'accumule sous forme de gra- 
nulations intracytoplasmiques que l'on peut 
mettre en évidence par coloration (à l'iode par 
exemple). 


4.2.2. Synthèse de lévanes 
et de dextranes 


Les lévanes [poly-B (2-6)-fructose] et les dex- 
tranes [poly-@ (1-6)-glucose avec ramification c 
(3-3) où & (1-4)] sont synthétisés à partir du sac- 
charose selon— lés réactions suivantes : 

n-saccharose — n-glucose + (fructose),, 
n-saccharose — (glucose), + n-fructose. 


Ces composés sont responsables de l'aspect 
mucilagineux des cultures sur milieu saccharosé. 
Certaines capsules bactériennes sont également de 
näturé polyosidique (voir chap. Il L'utilité 
biologique de ces composés est considérable, en 
particulier lors dé la formation de l'humus dans le 
sol. 


5. Métabolisme des protéines 


5,1. Catabolisme 


Les protéines sont des composés de pords molé- 
cukuré élevé comprenant des acides aminés de 
vingt types différents enchaînés les uns aux autres 
par hausons pepüdiques. La dégradaton des 
protéines implique la destruction de cet arrange- 
MENT. 


IN 


a 


Les micro-organismes protéolytiques sont Îles 
agents de la putréfaction et doivent leur activité à 
la sécrétion de protéinases exocellulaires. On 
trouve dans ce groupe des moisissures, de nom- 
breuses bactéries aérobies sinctes (Prendomonds, 
Bacillus), des anaérobies facultatives (Proteus, 
Serratia) et des anaérobies strictes sporulées 
(CL histolvticum en particulier), 


5.1.1. Protéinases ou protéases 


La première enzyme qui intervient pour dégra- 
der la protéine est la protéinase qui coupe la macro- 
molécule en composants de petite taille. On distin- 
gue les exopeptidases qui hydrolysent les protéines 
en partant d'une extrémité soit C terminale, soit 
N terminale et les endopeptidases (protéinases 
proprement dites) qui coupent les liaisons situées à 
l'intérieur de la chaine peptidique. Les germes de la 
putréfaction produisent généralement plusieurs 
protéinases exocellulaires ; CL histelyticum éla- 
bore quatre types de protéinases. 8. subrilis et les 
autres Bacillus excrètent jusqu'à 1 g.L-1 de milieu 
de protéinases qui pourront être isolées et utilisées 
industriellement. Les protéinases des moisissures 
contribuent à l'élaboration de différents produits 
alimentaires tel le fromage de roquefort par 
Pe. roquefortit. En dehors des protéinases exocel- 
lulaires, toutes les bactéries contiennent des pro- 
téinases endocellulaires, où cathepsines, qui ne 
sont actives qu'au cours de la phase stationnaire et 
de déclin de la croissance ét qui sont responsables 
de l'autolyse. 

La gélatinase est recherchée dans un but dia- 
gnostique pour classer les espèces (Bacillus, enté- 
robactéries), D'autres protéinases, causes d'alté- 
rations, sont recherchées lors de la dégradation de 
produits comme le lait (caséinase) (fig PV.20), le 
sérum, le blanc d'œuf, etc. 


5.1.2. Peptidases 


L'action des protéinases sur les protéines 
conduit à un mélange d'acides aminés et de poly- 
peptides, Ceux-ci sont dégradés en acides aminés 
par des peptidases. Ces enzymes, très courantes 
chez les micro-organismes, ne sont pas habituel- 
lement recherchées dans un but diagnostique. 


5.1.3. Dégradation des acides aminés 


La dégradation des acides aminés est très fré- 
quemment opérée par les bactéries à Gram négatif 
et parfois par les autres. Les enzymes responsables 
sont le plus souvent soumises à un système de 
réeulation. Les conditions expérimentales doivent 
être parfaitement définies : 





Fiqure [V.20 - Protéinases. 
Hdralyse de le ceséine chez un Bacius. 


- Le pH du milieu: les décarboxylases sont 
synthétisées en milieu acide, les désaminases plu- 
tôt en milieu basique : 

— la composition du milieu : la présence de 
sucre fermentescible à faible dose favonse la syn- 
thèse de décarboxylases (pH acide) mais, à forte 
concentration, elle couvre les besoins énergétiques 
et limite l'utilisation des protéines : 

— la pression partielle en oxygène : l'oxygène 
est indispensable pour la désamination oxydative 
(LDA, TDA, etc), mais il peut inhiber les désa- 
minations non oxydatives (aspartases). 

La dégradation des acides aminés s'effectue 
habituellement par désamination ou décarboxy- 
lation où encore transamination, d'intérêt dia- 
gnostique mineur à quelques exceptions près, et, 
contrairement à la dégradation des glucides, les 
réactions de dégradation des acides aminés ne pro- 
duisent pas d'énergie stockée sous forme d'ATP, 
l'énergie des liaisons rompues élant perdue sous 
forme de chaleur, Seule une dégradation des radi- 
caux carbones restants peut produire de l'énergie 
utilisable par la cellule. 


5.1.3.1. Ossaminations 


Elles conduisent à la hbération du groupe NH; 
le plus souvent sous forme d'ammoniaque. Les 


il 


plus connues sont les désaminations oxydatives. 
La lysine désaminase (LDA), la tryptophane désa- 
minase (TDA) et la phénylalanine désaminase 
sont les plus recherchées dans un but diagnos- 
tique. 

+ Désamination oxydative. Elle conduit à la 
formation intermédiaire d'un acide aminé qui est 
ensuilé hydrolysé en ammoniaque ét en acide 
&-cétonique selon la réaction : 


R — CHI — CH — COOH + 1/20, 


| 
NH, 


—+ R— CH, — C— COOH + NH, 
I 
(a) 

En général, les G-cétoacides réagissent avec des 
sels de ler pour donner un complexe coloré spéci- 
fique qui permet de caractériser l'enzyme qui a été 
à l'ongine de leur produchon (TDA: couleur 
brune sur milieu urée-indole : LDA : couleur 
rouge bourecene sur milieu lysine-fer}. 

Deux types d'enzymes catalysent cette désami- 
näalion : 

- les amino-acides oxydases flavoprotéiniques, 
auto-oxydables, qui forment donc H,0, (décom- 
posé par la catalase où une peroxydase} : 

- les amino-acides déshydrogénases à pyridine 
nucléotide connus pour l'oxydation de l'acide glu- 
tamique, l'alanine (chez &. subrilis) et la phényla- 
lanine (chez Proteus). 


+ Désamination désaturante, Elle conduit à la creation 
dé M] l, et d'un acide désaturé. Par exemple, l'acide wsparti- 
que est transformé en acide fumarique par ÆE cofé, Ps. fire 
rescers, Me. gfbce à unié asparisé : 


CH, — CONIH 
do 
HE — CH “H, 
CH — COCH 
æ || + NH; 
HEC — CCI E 


* Désamination réductrice, Elle donne naissance à des 
acides gras saturés et de l'ammiomas selon la néaction : 


E — CH — COGH 
“Hy 


+ 2H" 
SR — CH, — COOH + NH, 
Lette réaction s'effectue en anaéroliose : on la rencontre 
en générnl chez les Coste. 


Îl 


* Désamination couplée. Encore connue sous le nom de 
réaction de Sückland, elle n'est trouvée que chez les proca- 
votes, C'est une réaction d'oxvdoréduction couplée entre 
deux acides aminés, lun jouant le rôle de donneur d'électron, 
l'autre d'accepteur. Dans la plupart des cas, Le cétoucide 
formé est décarhoxylé. Par exemple, la fermentation de l'ala- 
nine eu de la glvcine par CE sporagenes : 

V'Ala+ 2 Gly — 3 acétates + 3 NH, 4 CO. 


Sur Le plan énergétique, 1 y a formation d'un AT au cours 
de la écarboxylation de l'acide pyruvique. 

+ Désumination par déshydratation. Ce mode de désu- 
mination est particulier aux acides aminés hydronykés et est 
exclusivement mucrobien. Il y a formation de NH, et d'un 
acide cétonique, Par exemple, E cor possède une sénne 
désaminasé qui catalyse la réaction : 


CH,0H CH, 
HOGC — CH — NH," HOOC Ext 
L 
= CO=NH, 
Loou 


+ Désamination aprés transamination, Chez les Clocrré 
dis qui m'éffecheent pas La réaction de Suckland, 6m peut 
rencontrer le mécanisme suivant qui consiste en une trani- 
mation sur acide -céboglontarique, suivi d'une désamaination 
de l'acide glurarnique formé par la glutamate déshydrogé- 
nasE. 


5.1.3.2 Décarboxylases 


La décarboxylation des acides aminés libère 
lé groupe carboxyl sous forme de CC, et une 
alTHNE : 


R — CH — COOH 


| 
NH, 


© R-— CH, — NH, + CO, 


Ces décarboxylases sont induites à un pH acide, 
Les aminés formés ont un pouvoir toxique et des 
propriétés pharmacodynamiques observées lors 
des infections : 

— lalysine décarboxylase (LDC) transforme la 
lys en cadavérine (aux propriétés anémiantes) : 

— l'ormithine décarboxylase (ODC) produit de 
la putrescéine (au pouvoir parasympathicomimé- 
tique) : 

— l'histidine décarboxylase (HDC) conduit à 
l'histamine, responsable dé phénomènes de sensi- 
bilisation, voire de chac. 


La recherche de la LDC et de l'ODC présente un 
intérét diagnostique. 


5.1.3. Cas particuliers 


* Tryptophane. Outre la désamination par la 
TDA, le tryptophane peut être dégradé en indole, 
par exemple chez E. coli : 

Try — indole + Pyr + NH. 


L'indole peut être mis en évidence par la réac- 
hon d'Ehrhch-Kowacs, En anaérobose, lindole 
ést souvent transformé à son tour en scatol (odeur 
nauséabonde des matières en décomposition). 

* Acides aminés soufrés. La cystéine, la cys- 
tine et la méthionine peuvent être dégradées par 
les voies précédentes (désamination ou décar- 
boxylation) pour donner des mercaptans (R-SH), 
Un autre processus peut étre suivi grâce aux désul- 
furases qui hbèrent de VH,5 (ris en évidence par 
des sels de fer ou de plomb sous forme de sulfure 
noir). Pour que cette réaction soit spécifique, il 
faut éviter de prendre un milieu contenant une 
source de soufre autre que les acides aminés. 

* Urée. L'uréase est une enzyme très répandue 
dans le monde microbien ; elle est surtout synthé- 
usée en muhieu basique. Les Proteus, Klebsiella et 
lersinia sont des exemples bien connus de bacté- 
ries uréolytiques. 

Le changement de pH peut être facilement mis 
en évidence à l'aide d'un indicateur. 


cobaye co, + NH LE CO (NH: 


* Arginine. L'arginine est dégradée en produits 
basiques par diverses voies dont quatre principales : 
arginase, arginine désimidase, arginine transamini- 
dase et arginine décarboxylase. Seule la première 
de ces voies a un intérêt taxonomique, elle cat en 
effet connue sous le nom de système ADH (argi- 
mine dihydrolase), système qui compte trois réac- 
tions successives : 


argininedhésimidass 
RE ————— à 


arginine + H;C citrulline + NH; 


; nithine-transcarbantylase 
catrullrne + PO omithine 
+ cartamylphosphate 


carbamlphosphate + ADP + H30 


carbamate-kinase pp + NH; + C0 
eme fe ! 1 


Le bilan est donc : 
arginine + 2 H,0 + H,PO, + ADP = 
ATP + omithine + 2 NH, + CC. 

d'où le nom ADH (l'arginine est présente chez de 
nombreux Sireprococcus, Lactabacillus et Clas- 
rridéun), I faut noter que cette réaction est pro- 
ductrice d'énergie grâce à une phosphorylation 
hée au substrat. 


5.9. Anabolisme ou biosynthèése 


La biosvnthèse dés protéines est un problème 
d'ordre génétique et biochimique. Elle repose sur 
ce que Crick a appelé le dogme fondamental de la 
sénétique moléculaire selon lequel Pinformation 
génétique se transmet de l'ADN à l'ARN, puis de 
l'ARN aux protéines En fait, de plus récents tra- 
vaux modifient quelque peu cette affirmation qui 
prendront la forme : 

ADN «4 ARN = protéine, 


Le dogme fondamental définit trois procéssus 
principaux dans la conservation et la transmission 
de l'information génétique. Le premier processus 
est la réplication qui donne naissance à une copie 
d'ADN identique à la molécule parentale. Le 
second est la transcription par laquelle lé mes- 
sage génétique de l'ADN est transcrit sous forme 
d'ARN puis transporté au niveau des ribosomes. 
Le troisième est la traduction qui permet de tra- 
duiré l'information génétique dans l'alphabet à 
20 lettres de la structure protéique ff, 1V.27 1 Le 
code génétique (fig. /V.221, qui a permis de 
décrypter les séquences nucléotidiques, à été étas- 
bli, Le phénomène de la réplication ayant été ana- 
lvsé précédemment, l'étude de la transcription et 
de la traduction fait partie du cours de Mochimie 
auquel on se référera, seul Sera envisagé 1c1 cé qui 
concerne plus particulièrement les phénomènes de 
régulation chez les bactéries. 


5.2.1. Régulation de la biosynthèse 
des protéines 
La cellule d'E col porté sur son génome énviron 3 00 à 
4 ON gènes codant pour la synthèse de 3 OO à 4 COX protéines 


distinctes. On pourrait s'attendre à rencontrer dans cette 
cellule un nombre équivalent dé copies de chaque protéine. 


Ke 
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Figure 1V,21 - Schéma de la biosynthèse des protéines. 


La réalité est totalement différente, Ainsi, lés copies de 
certaines enzymes de la glycolyse existent à plus de 
108) OO exemplaires tandis que celles dé la B-galactosidase 
ne sont représentées qu'à quelques unités seulement. [existe 
donc un contrôle, une régulation permettant à la cellule de 
posséder les différentes enxymes nécessaires à son métabo- 
lisme de base et d'économiser celles dont les fonctions ne sont 
pas indispensables. 

Les travaux de Jacob et Monod, qui eur ont valu le prix 
Nobel de médecine en 1965, sont à la base de ce que l'on con- 
nait actuellement sur la régulation génétique. 

La connaissance des mécanismes de régulation permet, au 
niveau indusinel, de travailler dans des conditions optimales 
de production et, le cas échéant, de « déréguler » une voie par 
des moyens génétiques afin d'obtenir un métabolite en grande 
quantité, 


5.2.2. Facteurs de régulation 


5.2.2.1. Enzymes constitutives 


Les enzymes constitutives font partie du pool normal et 
permanent de la cellule. Elles sont formées à des vitesses et 
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des taux constants, quelle que soit l'activité métabolique de la 
cellule. Telles sont les enzymes de la glycolyse qui aseurent la 
production d'énergie dans la cellule. 


5.2.2.2. Enzrymes inductibles 


Les enzymes adaptatives ou inductibles ne sont norma- 
lement présentes qu'à l'état de traces dans les bactéries, mais 
leur synthèse est amplifiée considérablement en présence de 
leur substrat. 

La F-galactosiqdase est un exemple classique d'enzyme 
inducuble qui a fait l'objet d'un grand nombre de travaux. 
Une souche sauvage d'E coli, cultivée en présence de glu- 
cose, ne synthétise pas de f-galactosiduse. Dans un milieu 
contenant du lactose comme seule source de carbone, elle 
produit l'enzyme massivement (plus de 5 000 molécules par 
cellule}. Crans le cas présent, c'est le lactose, be substrat, qui 
joue un rôle d'inducieur. 


5.2.2,3 Répression enzymatique 


Le processus de répression enzymatique eat opposé à celui 
d'induction enzymanque. Lorsque l'on cultive des Æ cofi sur 
un milieu synthétique contenant un 21 d'ammonium comme 





Figure 22 - Le code génétique : le code se it de l'intérieur vers l'extérieur. 


scule souroc d'azote, les bucténes doivent posséder toutes les 
enzymes nécessaires à la synthèse des 20 acides aminés cons 
tiutifs des protéines. Cependant, si l'on ajouté au milieu un 
acide aminé, le tryptophane par exemple, les enzymes 1mpli- 
quées dans sa synthèse disparaissent rapidement de la cellule. 
Ce phénomène est connu sous le nom de répression enxy- 
matique, qui est dite coordonnée lorsqu'elle s'adresse non 
pas seulement à la demière enzyme de la séquence de réac- 
tions mais à toutes les enzymes de cette séquence, Ce phéne. 
mène répond au poncipe général d'économie de la cellule 
selon lequel la synthèse d'ung ou de plusieurs entvmes 
s'anète lorsqu'elles ne sont plus indispensables à la cellule, 
En général, linductron est le propre des réactions de dégra- 
dation. La répression s'exerce au contraire au cours des réac- 
tions de svothèses, 


E£2.2.4, Répression par le catabolite 


Certains substrats énergétiques majeurs comme le glucose 
inhibent la synthèse de nombreuses enzymes inducübles et 
méme cle d'enzsvmes intervenant dans la respiration et le 
transpon des électrons. Ainsi, l'addition dé glucose dans un 


milieu de culture réprime la formation de la f-galactosiduse, 
méme en présence de lactose. On peut supposer que la 
bactérie uulise de préférence la voie catabolique la plus 
simple, c'est-à-dire la glycolyse ou la fermentation, en bo 
quant toutes les autres voies cataboliques productrices 
d'énergie. 


5.225. Divers types de gènes 


Sur la motécule d'A, Les séquences nucléctidiques sont 
regroupées en gènes (régions de l'AC responsables de 
caractères généniques]. Toutes ces régions de l'ADN n'ont 
pas le méme signification phisaologique, On peur distinguer 
en effet quatre types de gènes. 

* Lénes de structure, [ls portent l'information génétique 
codant pour une protéine spécifique (une énxvme par CKEmMr 
plet 

- Cènes régulateurs, ls codent aussi pour une protéine 
dont Le rôle est dé contrôler l'actvié d'un gène dé structure, 
Cette protéine, appelée répresseur, possède une affinité spé- 
cifique pour cértuines régions de l'ADK (les gènes opéra- 


) 


 Cènes opérateurs. Il s'agit de régions de l'ADN non 
codauntes mas qui peuventËtre reconnues de façon spécifique 
par les répresseurs, Ces gènes sont situés au début d'une 
région comportant un ou plusieurs gènes de structure dont ils 
peuvent ainsi contrôler la tanscrpüon. 

* Génes promoteurs. Adjacents aux précédents, ils ser- 
vent de sites de fixation de l'ARN polymérase ADN dépen- 
dante et pormetient ainsi la mise en coute de La transcription, 
d'où leur nom. 

Un ensemble comprenant un ou plusieurs gènes de struc- 
ture contigus, un gène opérateur, un gène promoteur ét éven- 
tucllement un gène régulateur constitue un opéron (le gène 
régulateur est parfois situé sur uné autre région de l'ADN. 
Un opéron est donc un groupe de gènes de structure liés fonc- 
uonnellement, adjacents sur le chromosome et dont les 
expressions sont sous la dépendance des mêmes gènes récu- 
latcurs. L'opérateur tient sous son contrôle la transcription de 
l'ensemble des gènes de structuré, 

Ces gènes sont monoblocs et totalement exprimés, ils ne 
comportent pas, comme dans le cas des gènes eucaryates, des 
régions significalives (exons) et des régions apparemment 
sans signification (ntronsi gui seront éliminées lors de la 
phase de maturation de l'ARN messager (phase qui n'existe 
donc pas chez des procarvotes). 


5.2.3. Fonctionnement de l'opéron 


L'existence dé tous Les éléments du puzzle est donc actuel- 
lement démontrée. L'hypothèse de Jacob et Monod resté tots- 
lement valable plus de S'années après avoir été émise. 

L'opéron lactose, qui a té Le plus étuchié, comporte : 

— A gènes de structure, z, y el a, contigus sur Le génome 
dW'E coli et codant la f-galactosidasc, la galactoside per- 
méasc ci la thiogalactoside-acétyliranséérase, 4 ENLEVÉ 
impliquées dans la dégradation du lactose : 

- | gène opérateur, o, qui contrôle les 3 gènes à, va: 

= | gène promoteur adjacent au gène © il est contrôlé par 
lc gène réguluteur 1. 

L'ensemble fonctionne de la façon suivante : en l'absence 
d'inducteur (lactose), be répresseur (protéine) coché par Le 
gène 15e fie sur le site spécifique de l'opérateur, empéchant 
ainsi la transcription des gènes de structure de l'opéron 
lactose : la synthèse des enzymes est réprimée. Lorsque 
Pinducteur lactose) est présent, d établit des laisons com- 
plémentaires avec le répresseur pour former un complexe 
répresseur-inducteur, Les modifications de structure du 
répresscur lui interdisent de s'associer à l'opérateur o, Les 
gènes de structure sont transcoits en ARNm : la production de 
l'enryme csceffective. Cette imeraction centre linducteur et le 
répresseur est réversible. Le répresseur libéré retrouve son 
activité initiale, On peut donc considérer le répresseur comme 
une protéine présentant déux aites spécifiques de Graton, 
l'un pour l'inducteur, l'autre pour le gène opérateur, De ce 
Fait, on dit que l'opéron lactose est un système Inductible 
(ie. ÉF251 L'opéron tryptophanc est, lui, un système 
répressible, En effet, le système est dans son état normal, 
fonctionnel, c'est-5-dire que le tryptophanc est symthétisé. 


IE 


Inierviennent ici les mèmes éléments qu'au cours de l'induc- 
tion, à savoir une série de gènes de srructure qui commamdent 
la synthèse des différentes enzymes de la chaîne de biasyn- 
thèse et un génc opérateur. Deux points particuliers caracté- 
risent ce système (og. li: 

— lé gène régulateur produit un répresseur incomplet, donc 
inactif, incapable de s'unir à l'opérateur et de bloquer son 
activité ; 

— unélément nouveau, le corépresseur, ést susceptible de 
se combiner avec le répresseur pour be compléter et lui rendre 
sa pleine activité. Dans Le cas de la synthèse du tryptophaune ou 
cours de laquelle interviennent plusieurs eneymes, c'est le 
tryptophane, le produit final de la réaction, qui joue le rôle de 
CONÉPTÉSSCUT, 


5.2.4. Régulation allostérique 


Au cours de la régulation de la synthèse des enzymes 
induction où répressiont, le niveau maximal où minimal 
d'activité ne peut ëtre atteint qu'après une phase plus ou 
moins longue de Hience. Un autre mécanisme de régulation, 
celui qui régit l'activité enzymatique, peul intervenir, AU CHI- 
taire, sans aucune période préliminaire, provoquant on chan- 
gement immédiat du métabolisone, Tours les étapes du méta- 
bolisme peuvent être soumises à ces modifications. Les 
eneymes responsables Sont appelées allostériques. Deux pro- 
priétés principales les distinguent des enzymes iostériques : 

- elles sont inactivées où inhibées par des composés ou 
cffecteurs qui n'ont aucune analogie siructurale avec le suhes- 
trat de l'enzyme : 

- cles possèdent au moins déux sortes différentes de sites 
de combinaison permettant l'attachement de petites molécu- 
les : les sites catalytiques occupés par les substrats, les sites 
allostériques correspondant aux éffecteurs allostériques. La 
vitesse de la réaction enymatique en fonction de la concen- 
tration en subetrat s'inscrit sous Éorme d'une courbe sigmoïde 
et von pas hyperbolique comme cela est observé avec les 
envies isosténiques (michaeliennes). 

Dans les chaînes de biosynthèse, Les enzymes qui intervien- 
nent dans les premières étapes des séquences de biosynihèse 
sont allostériques, Leur activité get sujette à un phénomène de 
rétro-inhibition fécdheack énmbiion) par le produit frnal qui 
résulte de la série séquentielle d'étapes. 


5.2.5. Application à la production 
de biomasse et de protéines 


Les « fermentations industrielles + à partir de 
substrats économiques (mélasses, lactosérumi, 
bagasses.…..j ont souvent pour but la production de 
biomasse (levure de boulangerie, levure diététi- 
que, compléments alimentaires pour animaux...) 
Ces productions sont rarement punñées. De 
nombreux micro-organismes, fongiques ou bacté- 
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Figure 25 - Représentation schématique de l'opéron lactose et de sa régulation. 


En l'absence de lirducteur fun F-gaactossde), le répresseur, codé par le géne i, Se fice à l'opérateur à et ermpèche la transenption 
dés gene de structurés à, y et à, respectivement de 8 G-ogalactosidase, de  perméase ét de la trénsacétylase. Lorsque l'inducteur 
est présent, ise fixe au réprasseur, lul donrant une conformation inactive incapable de se fier à l'opérateur, permettant ais: à l'ARN 
polymarase fixée par ls subunité s au gène promoteur p de transornire les gènes de structures en ARm polycisironique, Cependant, 
l'ARN polymérase ne peut fonctionner que si le gène p est combiné à la protéine récepiice de l'AMP cycéque (CRP activée par 
l'AMPE [le glucése ampéche cette actrvaton : affet glucose). 
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Figure 14.54 — Représentation schématique de l'opéron tryptophane et de sa régulation, 

En l'absence du corépresseur Île tryplophansl, le réprésseur, codé par le géne r, ne peut pas se fixer à l'onérateur à, les gènes de 
structures peuvent être transcrit en AAfm par l'ARN polymérese. En présence cu corépresseur, le répresseur devient actét et ag fes 
à l'opérateur, empêchant la transcription des gènes de structure. 


riens, peuvent être utilisés et sélectionnés en 
fonction de leurs caractéristiques : stabilité géné- 
tique, possibilité de culture en continu, spécificité 
pour le substrat, rendement, exigences nutritives, 
facilité de la séparation de la miomasse, etc. La 
production d'acides aminés n'est pas naturelle 


car, du fait des régulations, les cellules ne produi- 
sent que les acides aminés immédiatement incor- 
porés dans les protéines et 11 faut donc utiliser des 
souches mutantes dérégulées (une souche de 
Micrococcus glutamicus sert pour la synthèse de 
L-glutamine). 


6. Autres métabolismes 


6.1. Métabolisme des lipides 


Les lipides sont, rappelons-le, des esters acides gras à pords 
moléculaire élevé, La cellule bactérienne, comme toutes les 
cellules vivantes, contient des lipides, Les entymes micro- 
biennes qui les dégradent (ou Mpases) transforment le substrat 
en ses deux composants, acide gras et glycérol, s'ils'agitd'un 
elycéride, L'unet l'autre sontréintéenés dans le métabolisone 
intermédiaire, le prémier aprés avoir té transformé en frag- 
ments dhicarbonés, puis convert en acétylcocnzyme À, le 
second représentant un dés intermédiaires tricarbonés de la 
vois glycolytique. On peut aussi rechercher ces encvymes dans 
un but diagnostique, On distingue par convention les lipases 
vauies qui dégracdent les triglcéndes msoubles comme la tri: 
butyrine, les estérases capables d'hydrolyser d'autres subs- 
trais tels les nveens esters du sorbitol et d'acides gras) et la 
lécithinise. 

Ca. rropicalts où Farrewie polviies sont utilisés pour 
l'assimilation des hydrocarbures et dérivés. 

La production de digides par des micro-organismes 
Qusqu'à 30 % du poids sec de certaines levures et champ 
enons) est une source économique. Par exemple, l'acide ara- 
chdemique par Mortiereile. 


6.2, Métabolisme des acides 
nucléiques 


La dégradanon des acides nucléiques, ADN et ARN, 
conduit à la libération des nuclétides qui pourront étre utili- 
ses lors des synthèses d'ADN ct d'ARN bactériens, La 
recherche des ADases, présentes chez les Ssphylococcons 
pathogènes par exemple, se fait sur une gélose à l'AC : ces 
eneymes étant le plus souvent dés excenzymes, la disparition 
dé l'ADE du milieu révèle leur présence. 

La synthèse industrielle de nucléondes et de nucléosides 
par des souches microbiennes comme Micrococous, Frevi- 
bactérie qu Bacillus est courante au Japon (1 AK) an de 
CMP utilisé comme éxhuwusteur cé gd}, 

La source d'énergie dé tous bes organismes chimiotroplies 
est mème : elle provient toujours de l'oxydation de com- 
posés chimiques. Une grande variété de types métaboliques 
peut être définie en faisant appel à deux eritères : la nature du 
composé «donneur d'hydrogène - et celle du produit 
« accepteur d'hydrogène ». 


7. Types métaboliques 


7.1. Lithotrophes aérobies 


Les bactéries chimiolithotrophés aérobies trent leur éner- 
aie de l'oxydation de substrats inorganiques, Ces l'oxygène 
atmosphérique qui est l'accenteur final d'électrons, Certaines 
de ces bactéries peuvent oxyder également des composés 
organiques. Four synthétiser leurs constituants cellulaires, 
elles utilisent le CO, comme seule source de carbone. La plu- 
part sont des bactéries du sol. Certaines jouent un rôle cxtré- 
mement important dans Les cycles biologiques naturels, 
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7.1.1. Bactéries nitrifiantes 


Ce sont des germes strictément aérobies qui se dévelop- 
pent dans les couches superficielles des terres meubles et 
dans Les caux polluée où 65 participent activement à 
l'épuration biologique. Les MNirosomonas oxydent l'azote 
ammoniacal en nitrités tandis que les Mirrobarter com- 
plètent le travail précédent en oxydant les nitrités en 
mutraies. 


7.1.2. Bactéries oxydant le soufre 


Elles appartennent à deux groupes très différents. Le 
premier comprend les Beggiater et les Thiorhrix, orga- 
nismes très proches des algues bleucs mais non photosyn- 
thétiques ; le second est celui des Thiobacillus, Petits 
bacilles à CGrram négatif, à cils polaires, rencontrés dans le 
sol et les caux, ils sont caractérisés par Leur résistance extré 
mement élevée à l'acidité ; ils supportent en effet un pH 
voisin de 1, Is oxvdent les diverses formes de soufre réduit 
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et assurent la formation des sulfates, Ce sont de recoutables 
agents de corrosion (maladie de La pierre, corrosion des 
canalisations). 

Les Thiobacilhus interviennent aussi dans la biolixiviation 
des minéraux (fu. ÊV25) ce procédé demande des pH très 
acides (de 24 3} qui peuvent étre obtenus par ke mélubolisenc 
microben Lors de l'oxydation des sulfures ou du soufre en 
acide sulfurique, permettant ainsi l'exploitation de minerai à 
faible teneur, On récupère ainsi du cuivre, du cobalt, de l'ura- 
nr, ELEC, 
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Figure [W,25 - Schéma de la Hicliiviation dans les mises de cuivre. 


Le minerai concassé est arrosé par une solution acide contenant les micro-organismes (fhiobacilust, les liquides de ruissellement 
sont récupèrés (une partie si renvoyée sur le tas) et traités per passage sur un 6t de fer, 


7.1.3. Bactéries du fer 
et du manganèse 


COnañinibue à trois groupes de micro-organismes le pouvoir 
d'oxyder les ions ferreux en ions ferriques : 

— les bacténes filamenteuses et à gaines du groupe nine 
rorilus, Leproniris ; 

- les bactéries du genre Galliorella ; 

- certains Phiobacillus. 


Les Sphoererdlus, à vrai dire, n'ont pas leur place parmi les 
oréanismes chnnalthotrophés. Ils oxydent en effet de noin- 
breusés substances organiques ét sont connus pour participer 
activement à l'autoépuration de certaines eaux pollués. 

Au cours du traitement des eaux usées par les boues acti- 
vées, ils sont quelquefois responsables du hulking, c'est-à- 
dire de leur prise en masse, empéchant ainsi toute épuration. 
La précipitation de fer au niveau de leurs gaines n'est peut- 
être qu'un épiphénoméne et non pas le résultat d'une oxvda- 
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on directe, Les Leporirix, en revanche, seraient engagés 
diréciement dans les réactions d'oxvdation (oxvdation du 
manganése). 

Les Callionella, bactéries pédonculécs, se rencontrent dans 
les milieux naturels contenant du fer, en particulier dans ke 
eaux pures des canalisations où elles s'imprégnent d'oxyde 
femique et constituent des masses visqueuses capables d'obs- 
tuer totalement la lumière des conduites. 


7.9. Lithotrophes anaérobies 


Les bactéries lithotrophes anaérobies se distinguent des 
précédentes par La nature de l'accepteur d'électrons qui est ici 
un composé inorganique autre que l'oxygène, [s'agit le plus 
fréquemment d'un nitrate ou d'un sulfate, L'hydrogène 
gazeux ou des composés soufrés comme les sulfures ou les 
hicsulfates sont les donneurs d'hydrogène. 


7.2.1. Réducteurs de nitrates 


La réduction des nitrates en nitnites ou cn ammoniac est 
effectuée par un très grand nombre d'espèces qicrobiennes 
banales CE col, Bacillus, Pseudomenas), Le groupe des 
dénitrifiants stricte sens, c'est-à-dire réduisant NOŸ en N°, 
est beaucoup plus restreint, Il comprend, entre autres, des 
lithotrophes comme T. denitrificans, oxvdant les composés 
réduits du soufre et réduisant NO* en NO?, NO puis N° Catte 
oxvdation des produits Soufrés ne peut avoir lieu en anaére- 
biose qu'en présence de NO”. 

En couplant les bactéries nimifiantes (qui transforment 
l'azote organique en nitrate) avec des bactéries dénitrifiantes 
(qui transforment les nitrates en azote), on réalise La buse bio- 
logique d'une station d'épuration d'effluents organiques. 


7.2.2. Réducteurs de sulfates 


Les bactéries sulfatoréductness sont les agents biologiques 
majeurs du processus naturel de réduction du soufre, Elles sont 
bicu connues en rison des phénomènes de corrosion des 
méluux ferreux dont elles sont responsables, Germés wbiqui- 
tirés, on les rencontre pratiquement toujours dans le sol, les 
eaux dinces où es eaux salées, L'éspèce type est appelée 
À. desulfuricans à cause de son pouvoir de transformation des 
solfates en H,$ et de sa forme incurvée. Pendunt longtemps. 
cmt à Cru à Lot qué dés germes avaient sporulé, d'oû l'ancien 
com Speranibrio desulfuricans, Germes anaérobies stricts, ls 
se développent pourtant dans dés sons voisines dé l'aérobiose 
et out une faculté de résistance assez exceptionnelle vis-à-vis 
de l'oxygène. Ils possèdent une hydrogénase. Is utiliséne le 
CO, comme seule source dé carbone, l'asoté arcumé ou sim 
niacal ét méme l'asote aimosphénque comme source d'azote, 
Capabies d'oxvéer l'hydrogène gazeux, ils peuvent aussi 
vivre en hétératrophie, en cxydant des substrats organiques 
comme be lactate ou le pyruvate. On utilise de telles subétunces 
dans les milieux de culture pour favoriser leur isolement. 
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7.3. Organotrophes aérobies 


Le donneur d'hydrogène est ici un composé organique et 
l'accepteur n'est autre que l'oxygène moléculaire. Ce type 
métabolique extrémement répandu comprend de nombreux 
schémas, La nature du substrat et du produit formé à la suite 
de l'oxydation doit être prise en considération pour les 
établir. 


7.3.1. Substrat oxydable 


Le groupe des organotrophes renferme des types capables 
d'oxyder seulement quelques corps organiques : Diplecoccus 
givcinophilus n'en utilise qu'un seul, le glycocollke, D'antres, 
à l'opposé, peuvent dégrader des dizaines de substrats : Les 
Pseudomonas sont certainement les plus richement doués 
(certains d'entre eux peuvent oxvder plus de 90 composés 
organiques différents), En fait, on peut affirmer que très rares 
sont les substances organiques qui ne sont pas biodégra- 
dables. 


7.3.2. Produit oxydé 


D'une façon générale, l'oxydation du substrat est complète 
et aboun à la formation de sax carboniqueet. en mème temps, 
la croissance du germe est assurée. Certaines bactéries, en 
revanche, ne possèdent pas les enzymes nécessaires à toutes 
les étapes de la dégradation. Uo produit va alors s’accumuler. 
I sera curucténistique du pe dé muicro-organisme. Tels sont 
l'acide fumanique, l'acide citrique, l'acide oxalique et, sur- 
tout, l'acide acétique. 

Les bacténies qui synthétisent ainsi de l'acide acétique au 
cours de leur croissance sont appelées bacténes acétiques, On 
les utilise pour la fabrication du vinaigre à parür de substrats 
alcooliques comme de vin cu le cidre. Elles oxvdent les aldé- 
hydes et les alcools primaires en acide acétique jusqu'à 
l'épuisement total du substrat. 

On en reconnait deux groupes : les Aceromencs à cils polai- 
res catalysant toujours une oxvdation incomplète avec pro- 
duction finale d'acide acétique et les Acobacier accomplis 
sent cette première Étape puis COVETISSEN CA Un deuxième 
temps l'acide acétique en CO, et H,0. 


7.4, Organotrophes anaérobies 


On les distingue des précédents par la nature de l'accepteur 
final d'hydrogène qui est le nitrate, le sulfate ou le carhonate. 
On retrouve dans coûte catégorie bon nombre de micro-arga- 
nimes décrits comme chimiolithotrophes anaérobies, Beau- 
coup d'entre eux sont en clfet capables d'oxvder des compo- 
sés organiques. Tel est le cas de certains sulfatoréducteurs, de 
nombreuses bactéries méthanogènes, de même que dés 
réducterrs de nitrates. 

Cette distinction esl purement formelle depuis que lon 
connait les mécanismes moléculaires en jeu Cvoir & 4,21 


7.5. Organismes fermentants 


La fermentation est encore une oxvdation biologique au 
cours de laquelle l'accepteur final d'hydrogène est un com- 
posé organique. Cet accepteur peut &tre un produit de dégra- 
dation du subatrat oxvydable ou une autre substance organique 
présente dans le milieu. Le substrat oxydable peur aussi jouer 
ce double rôle : à la Fois source d'énergie et accepteur d'élec- 
trans libérés. Quelques exemples ont été décrits au & 4,1.1.2X 
(fig. IV.26 


7.6. Archéobactéries 


Ce groupe de bactéries atypiques n'a fait l'objet d'un clus- 
sement cohérent que vers 1980 C'est l'analyse des ARN 
nbosomaux qui a pénis de mettre au jour les relations de 
parenté entre halophiles. méthanogènes et sulfothermoghiles. 

Les haloghiles semblent descendre des méthanosènes, 
Certaines méthanogènes présentent d'ailleurs une concentra- 
tion trés élevée de sel dans leur ctoplasme, Les halohacrénies 
{aérobies) auraient pu se différencier à partir de ces méthane. 
halophiles (anaérobies) en s'adaptant à l'apparition de l'oxy- 
gène dans l'atmosphère, La grande majonité des sulfothenme: 
philes est séparée du groupe méthanogénehaloghile, méme si 
certaines d'encre elles (les thermococcales) en sont relative- 
ment proches. Woese divise les archéobactéries en deux grun- 
des branches : les archéchacténes « diverses » (curyotes}, 
avec les méthanogènes, les halophiles et les thermococcales, 
et les archéobacténes « ancestrales » (crénotes), qui regrou- 
pent toutes Les autres sulfothermophiles. 

La découverte la plus importante fut faste en 1977, lorsque 
Wogse et ses collaborateurs s'attaguérent au problème de la 


phylogénie des bactéries méthanogènes, Pour lui, les bacué- 
nes méthanogènes étaient représentatives d'un groupe 
d'organismes de l'importance dés eucarvoaes ou de contes les 
bactéries non méthanogènes. proposa de remplacer la divi- 
sion binaire du monde vivant (eucarvotes/procarvotes) par 
une division tripartite entre cucarvoss, eubaciénies (ou bac- 
léries « vraies +} el archéchaciéries (les méthanogènes!. 

L'appellation « archéohacténe » fait référence à La physio- 
loge des méthanogènes, qui semble adaptée aux conditions 
de laimosphère terrestre primitive (oaopes dépourvus 
d'oxygène et riches en hydrogène moléculaire et en CO,1. 

Depuis longtemps. les halobactéries et les thermoacidophi. 
les avaient suscité la curiosité par la structure de leurs lipides 
membranaires, Chez les cubactéries et les cucarvotes, les lipi- 
des sont formés par l'association d'une molécule de glycérol 
ct de deux molécules d'acide gras par l'intermédiaire d'une 
liaisonmester, Par contre, Les halophiles et les thermoacidophi- 
les se distinguent des cubactéries par trois caracténstiques 
principales : 

- la paroi té contient pas de peptidoglycans : 

= Les lipides méemibranaires sont des chaînes aliphatique 
liées par liaison éther au glycérol {et non ester) : 

- Les ARS de transfert ne contiennent pus de thymine. 

Les archéohacténes se répartissent en trois groupes. 


7.6.1. Méthanogènes 


Ces bhacténes du sol ont Le pouvoir de produire du méthane 
à partir de carbonate. Elles urent leur énergie de l'oxydation 
anaérobie de composés minéraux ou de substances organi- 
ques simples, comme l'acide formique ou certains acides gras 
supérieurs. Ces bactéries dites méthanogènes comprennent 





Figure |V.26 - 

a : Pyrococeus furiosus 

b: Thermocaccus aggregans 
MLET, après ombrage au patine d'achéobacténes hyperthermophiles ftémpérature optimale 80 CO) flageïlées (a barre vaut 1 um] 
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quatre sous-groupes différenciés par leur morphologie : les 
Merhanobactertem non sporulés, les Methanobacilles sporu- 
Lés, les Merhonocaccus et les Methanasarcine. 

Les archéobactéries méthanogènes sont toutes anaérobies 
stnictes, Le mécanisme de synthèse du méthane fait intervenir 
de nombreuses enzymes et coenzymeés que l'on ne trouve que 
chez ces micro-organismes, La plupart des méthanogènes 
vivent à des températures comprises entre 20 et 30 °C, mais 11 
existe également des espèces thermophiles et méme des 
hyperhermoghiles, tel Merhamopvrus, qui nvalisent avec 
Pyradictéiun en croissant jusqu'à 110 °C. On trouve toutes Les 
formes possibles et imaginables chez les méthanogènes : 
coques, bacilles, sparilles, etc, 

Qu les rencontre dans les zones profondes des étangs, des 
marais, des tourbières, dans les sources chaudes terrestres et 
sous-marines, dans le tube digestif des animaux (l'homme 
compris) où les conditions d'anaérobiose favorisent leur 
développement : les « feux follets » en sont uné manifesta- 
uon visible. 

Le méthane produit par les méthanogènes explique la pré- 
sence de ces « feux follets + que l'on observe parfois à lu sur- 
face d'eaux stagnantes. 


7.6.2. Halophiles extrêmes 
(Halobacterium et Halococcus) 


Les archéobactéries halophiles (« aimant le sel +}, encore 
appelées halobactéries, vivent dans les eaux à forte teneur en 
chlorure de sodium ONaOTy tels les lacs salés et les marais 
sulants. Certaines, appelées haloalcaliphiles, vivent dans les 
lacs de soude niches en carbonate de sodium, à des pH voisins 
de 10. 

Les Halobactériun sont des balles qui peuvent changer 
de forme au cours de leur croissance ; Les Malocomconus sont des 
coques avec uné paroi nude. Toutes ces archéobacténes sont 
des hatophiles extrêmes obligatoires, ce sont des bactéries 
mannes aérobies strictes possédant un système photosynthé- 
que simple à base de hacténorhodapsine. 

Les halobactéries sont connues et étudiées depuis long- 
temps car elles étaient souvent responsables de la dégradation 
des aliments à l'époque où ceux-ci étaient conservés dans Le 
sel. Les aliments pourisssient en prenant une couleur rouge, 
Cette couleur est due à une protéine. la bactérioubérineé, qui 
leur sert d'écran protecteur contre les rayons solaires, Les 
halobacténes sont responsables de lu coloration rouge des 


marais Salants. 


7.6.3. Thermo-acidophiles 


Les thermo-acidophilés vivent à la fois à haute température 
(entre 60 et 60 °C} et à pH acide (compris entre 1 et 4j. Les 
Sulfolobus et les Thermoplasma aérobes qui vivent en sur- 
face ont été découvertes au débur des années 1970, dans des 
résidus de mines de charbon en combustion lente et dans les 
sources chaudes (solfatares) du parc de Yellowstone. 

Ces micro-organismes obtiennent leur énergie de l'oxy- 
dation du soufre en acide sulfurique. Certains sont autotro- 
phes, d'autres sont chimio-autotrophes et peuvent assimiler 
directement le carbone minéral en uulisant l'énergie lthérée 
par la réduction du soufre, La plupart peuvent vivre à des 
empéritures nétiéméent supérieures à 80°C. Par exemple, 
Prrococcus furiosus («la coque brülanic furicusé ») et 
Pyrobaculum idlandicumn («le bâton brûlant d'Eslande ») 
croissent à des températures comprises entre 85 et 100 °C : 
ce sont des « hyperthermoghiles ». La découverte la plus 
spectaculaire fut faite dans les sources chaudes sous-mari- 
nes, Dans ces Hiotopes, la pression permet à l'eau de rester 
liquide à des températures supérieures à 100 °C. Cela a per- 
mis d'isoler, en 1982, Pyrodictinn («les doigts de feu ») 
dont la température optimale de croissance est de 105 °C 
et qui pousse encore à 110 °C, 110-113 SC restant actuelle- 
ment la limite supérieure dé température pour la vie sur la 
Terre. 

Les Thermoproteales anaérobies sont les hôtes spécifiques 
des sources d'eau chaude sulfureuse. [ls réduisent le soufre en 
H,5 à partir de substrats organiques comme source d'élec- 
troms. 

Les protéines des hyperthermophiles résistent à des condi- 
tions de température qui inactivent complètement la majonté 
des encymes < classiques ». Certaines peuvent être autocla- 
vées à 20 *Csans perdre leur activité, Cette stabilité est obte- 
nue par Le nombre de linisons intramotéculaires qui stabiliser 
le repliement de la chaîne d'acides aminés sur elle-même, À 
basse température, ces protéines sont bien plus rigides que Les 
protéines classiques. Ce n'esc qu'à haute température, grâce à 
l'agitation thermique, qu'elles retrouvent la fluidité mdispen- 
sable à leur activité, 

Les membranes de ces archéobacténiés sont particulière- 
ment Men adaptées aux très hautes températures. La liaison 
éther, qui caractérise Les lipides des archéobactènies, est plus 
stuble à haute température que la liaison ester des lipides 
classiques, De plus, une couche unique, de même épaisseur 
mais beaucoup plus ngide, remplace la bicouche tradition- 
nelle. 


8. Applications du métabolisme 


Un certain nombre d'applications des divers 
métabolismes a été déjà décrit. Il y en a d'autres 
qui font appel à plusieurs métabolismes, Avec le 
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développement des bintechnologies, leur Impor- 
tance va croissant, aussi bien dans l'industrie 
qu'au laboratoire. 


8.1. Applications 
agroalimentaires 


En dehors des quelques applications déjà citées 
et qui sont en général monomicrobiennes, la plu- 
part des produits issus de l'activité microbienne 
sont le résultat d'actions complexes de plusieurs 
espèces, simullanée ou successive. 

Le rôle des micro-organismes est très varié : 

- les ferments lactiques (lactobacilles et 
Streprococcus lactiques), À partir du lait, ils 
conduisent à la préparation des fromages et 
vaourts, [ls assurent l'abassement du pH du lat 
(par la production de l'acide lactique) et l'élabo- 
ration des caractères organoleptiques lors de 
l'affinage des fromages (grâce à des enzymes 
protéolytiques). La fermentation lactique est 
encore mise en œuvre dans la préparation de la 
choucroute et dans la conservation du fourrage en 
silo : 

— les différentes sortes de fromages se dis- 
hnguént par une fermentation secondaire : Îles 
bactéries propioniques dans l'affinage et la matu- 
ration des gruvères et emmentals. Les Kluyvera- 
mvces, les Torulopsis et les Candida sont majo- 
ritaires dans le fromage de type cantal. les 
Debaromvces dans les pâtes pressées où à croûte 
lavée. Des champignons Mlamenteux ont égale- 
ment une grande importance dans cette industrie, 
en particulier Penicillium et Georrichum candi- 
dum. Ces champignons produisent le feutrage de 
la surface des fromages de type camembert 
{Pe. camembert), les veinures bleu-vent des 
fromages à pâtes persillées de type roquefort 
{Pe. roqueforti}et l'aromatisation des fromages à 
pâte pressée de type saint-nectaire (CG. candidonn). 
Ces espèces possèdent les propriétés suivantes : 
consommation d'acide lactique, protéolyse et 
hpolyse, qui jouent un rôle dans la maturation des 
fromages, L'évolution dés micro-organismes au 
cours de l'affinage est caractéristique de chaque 
type de fromage car elle dépend très étroitement 
du « processus » technique : 

- dans la fabrication dés saucisses et saucissons, 
des moisissures et des levures se développent à la 
surface des boyaux et des pièces de viande fermen- 


tée (Pe. chrrsogenum, Geotrichum fragrans, Ca. 
detormans, Ca. zeilanoides, Debarvomvees han- 
senit, Rhodotérula rubra…..) et contribuent à leur 
aromatisation, Pe. nalgiovense est utilisé dans 
l'industne dés salaisons où il produit la couverture 
blanche (la « fleur ») sur les saucissons qui fournit 
une protection efficace vis-à-vis des moisissures 
contamnantés ; 

— les micro-organismes sont retrouvés dans la 
fermentation alcoolique, qui est à la base de la pro- 
duction du vin, de la bière, des boissons alcooli- 
sées distillées et de la texture du pain, ainsi que 
dans la production industrielle d'alcool. La fer- 
mentation du jus de raisin est assurée par plusieurs 
levures dont les actions se succèdent pour attein- 
dre différents degrés alcooliques. Les levures des 
cenres Aloeckera, Hansenula et Hanseniaspora 
perméttent d'atteindre jusqu'à 3 ou 4 degrés 
d'alcool, les Saccharomvces prennent le relais 
pour porter le degré alcoolique à 11-15 °GL, voire 
18 °GL avec certaines souches ; 

- les fermentations des produits sucrés sont 
donc d'une grande importance économique. 
L'industrie recherche aussi certains produits de 
fermentation ou la production de biomasse ou 
encore les enzymes bactériennes ‘ab, 74), en 
particulier pour une meilleure maîtrise des fla- 
veurs et des ardmes des produits alimentaires. 

Le nombreux autres aliments lérméntés à base 
de levures sont consommés dans le monde. La 
sauce de soja, le plus vieil assaisonnement 
existant, est produite par fermentation du soja 
cuit, ou de la farine de soja délipidée, et de blé en 
présence d'une forte concentration de sel sous 
l'action successive de moisissures A. orviae, 
A. soyae} pendant 3jours puis de levures 
féveosaccharomvces rouxiij et de bactéries 
{Pediococcus halophilust pendant 8 à 10 mois à 
température ambiante, Gestricum candidum est 
impliqué dans plusieurs aliments fermentés à 
base de maïs (le kenkey}, de riz (le torani), de 
fruits (le por). 

Les graines de cacao doivent subir une fermen- 
tation de 2 à 9 jours qui implique l'action succes- 
sive de levures (Saccharomyces, Harsenula, 
Pichia) produisant de l'éthanol. de bactéries 
{Acetohacter) donnant de l'acide acétique et qui 


In 


conduit à diminuer les teneurs en caféine, en 
sucres réductéurs ét en tanin. 

Les effluents divers peuvent être épurés par cer- 
taines espèces fongiques, tout en produisant uné 
importante biomasse : usines dé pale à papier 
(Paecilomvees variotti), pulpe de betterave (Tri- 
cheaderna album), disullene d'alcool de pomme 
(A. nigerk de whisky (Gestricum candidum), 
vinasse de sucre de canne (Phanérochaete 
chrysosporium). Les déchets de végétaux peuvent 
ètre décomposés en compost par certaines espèces 
thérmophiles, comme Chaetominum thermophile 
où Hrumicola lanuginosa. 

L'utilisation des bactéries méthylotrophes 
iMethvlobacier, Methylocereus, ete.) permet 
l'utilisation du méthanol issu du méthane dans les 
industnés pétrolières et d'obtenir ans de grandes 
quantités de biomasse. Les levures méthylotro- 
phes peuvent servir à la synthèse en chinue fine : 
synthèse d'ATP (Ca. boidiniih de dihydroxyacé- 
tone et de elycérol (souches mutantes d'Hause- 
nule polvmerpha), alcool oxvdase (Pichia pasto- 
ris). €. wrilis est produit à partir de l'éthanol sur 
léquel il se développe plus facilement que les bac- 
téries, 

On peut également produire des omassés à 
l'aide de micro-orgamsmes adaptés à partir dés 
paraffines, des mélasses, de lactosérum, de cellu- 
lose où d'autres sous-produts où déchets fermen- 
tescibles. Les « levures aliments », où POU (pro- 
téines d'organismes umicéllulares), autorisées 
dans l'alimentation humaine et animale, corres- 
pondent à la définition suivante : « Levure tuée, 
privée de pouvoirs fermentaires, séchée, n'ayant 
subi ni extraction mi ajout, » Elles duvent appar- 
tenir aux espèces S. cerevisiae, K lactis et 
K.mardianus (K fragilis} appelées aussi < levures 
lactiques », €. atilis, Farrowia lipolvtica, Pichia 
pasterts. Elles sont incorporées dans diverses pré- 
parations alimentaires comme exhaustéurs dé 
goût, où pour leurs pouvoirs liant, épaississant, 
stabilisant..…., où utilisées en l'état (Cas du fameux 
« bouillon Kub ») pour leurs propriétés aromati- 
santes. Elles supplémentent les relations humar- 
nes où animales en raison de leur richesse parti- 
culière en protéines (> 45 St), en acides nucléiques, 
glutathion, lysine, choline, vitamines du groupe B, 
sels minéraux. 
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8.2. Applications industrielles 


8.2.1. Production d'enzymes 


Toutes les enzymes qui sont apparues dans le 
métabolisme peuvent être purifiées après culture 
de micro-organismes choisis comme étant parti- 
culièrement producteurs. Citons quelques enzy- 
mes commercialement emportantés car issués de 
bactéries thermophiles : amylases des Bacillus, 
protéases dé Thermus aguaticus, cellulase de 
CE thermocellum, etc. 


8.2.2, Production de métabolites 
primaires 


* Acides aminés. L'utilisation de souches déré- 
gulées (chez lesquelles les gènes régulateurs ont été 
rendus inopérants) pour produire des acides aminés 
a l'avantage, par rapport aux méthodes chimiques, 
de conduire uniquement aux formes naturelles. La 
production mondiale atteint 370 OX) tonnes pour 
l'acide L-glutamuque (Micrococcus glutamicum 
produit plus de 100 g-L-Ÿ à partir de mélasses), 
F0 000 tonnes pour la Llysine fAchromohacrer 
abae, Brevibacteriunm lactofermentunt), etc, : 60 % 
de la production sert à la natrition humaine, 33 5 à 
la nutrition animale, le reste à des applications 
médicales où industrielles. Les 2/3 des acides arm- 
nés produits sont utilisés pour la nutrition humaine 
(elutamate dans les assaisonnements, aspartame 
[asparagine + phénylalanine] comme édulcorant). 
Le resté sert à la nourriture des animaux, pour com- 
pléter les plantes pauvres en acides aminés éssen- 
tels (méthionine, lysine), Les applications médi- 
cales né concernent que 1 % de la production sous 
forme de mélanges d'acides aminés utilisés direc- 
tement au cours des ulcères (glutamine, mishdine}, 
des maladies hépatiques (ctrulline, ornithine). 

+ Acides organiques. Trois cent mille tonnes 
d'acide acétique et 604) 000 tonnes d'acide citr- 
que sont, entre autres, produites annuellement par 
voie Botechnologique. 

La production d'acide acétique est surtout le fait 
de l'industrie du vinaigre avec l'utilisation de sou- 
ches d'Acerobacter (l'industrie chimique en pro- 
dunt 2 50K) OK) tan !. 

L'acide citrique, dont plus de 60 % sert comme 
additif à l'alimentation, est uulisé dans l’industrie 


alimentaire (boisson, confiture, etc.}, dans l'indus- 
tie pharmaceutique et des cosmétiques, dans celle 
des plastiques sous la forme d'esters, dans la 
purification des métaux grâce à son pouvoir chéla- 
tant. Ilest principalement produit à partir de mélas- 
ses par À. niger qui possède une forte activité 
citrate synthétase, ainsi que l'acide gluconique 
{acidulant alimentaire) ; l'acide cirique peut éga- 
lement être produit par Farrowia lipolvrica à partir 
de n-alcanes. 

L'acide fumarique (utilisé dans l'industrie des 
plastiques) est produit par Khizopus nigricans ou 
À. arrhizus ; l'acide itaconique (indusiric des 
peintures et des plastiques) par À. rerreus el 
l'acide kojique par À. flavus. 

L'acide lactique, très utilisé pour ses propriétés 
conservatrices (boissons, jus de fruits, confitu- 
res.….), est produit à partir de lactosérum par des 
Lactobacillus, 

* Alcools et solvants. En dehors de l'éthanol 
vin, bière, etc.), il faut noter la production de 
butane 2,3-diol par Enterobacter aerogenes ou 
B. subtilis à partir de mélasses ou d'amidon, de 
glycérol par 8. subtilis, de xylitol (utilisé comme 
succédané de sucre) par des levures. 

* Lipides. Ils sont produits essentiellement par 
de nombreuses espèces fongiques (Candida, Han- 
senula, Lipomvces, Aspergillus, Cladosporium, 
Penicillium, etc.) qui sont capables de produire de 
telles substances à partir de substrats divers, tels 
que les n-alcanes, la mélasse, des sucrés divers, 
etc. Les lipides produits peuvent être de composi- 
tion très diverse, comprenant des tracylglycérols, 
diacylglycérols et monoacylglycérols, des stérols, 
des phospholipides, des glycolipides et des acides 
gras libres (acide palmitique, stéarique, oléique, 
linoléique, arachidonique, etc.). 


Tableau V2 - Production des polysaccharides. 


Dextranes 
Alginates Acotobacter 


PHBE pols-hydroxvbuthyrate) 


AT 


Leuconostoc mesenteroides 


Alcaligenes lactus 
Metvilohacteriun organophilu 


Diverses algues 


Trichoderma reesii est utilisé pour la production 
de lipides à partir de déchets agricoles, comme 
Aspergillus ochraceus, important producteur 
d'acide linoléique. 

+ Polysaccharides. Ces composés s'utilisent 
aussi bien dans l'agroalimentaire (gélifiant, bal- 
lasts) que dans l'industrie (extraction du pétrole, 
adhésifs...) et qu'en médecine (substituts du 
plasma), voire qu'en bimtechnologie (inclusion de 
cellules dans des billes d'alginate) Le 
rableou IV. en donne quelques exemples. Ils sont 
extraits de plantes ou d'algues, mais leur produc- 
ton microbiologique a l'avantage de fournir une 
grande diversité de molécules facilement extracti- 
bles (production extracellulaire), en quantité et 
qualité satisfaisantes indépendamment des condi- 
tions climatiques et modifiables en faisant varier 
les conditions de culture. 

* Vitamines. Plus de 100 000 tonnes de vitami- 
nes (dont 60 O00 de vitamine C}sont produites par 
an, dont plus 60 % est utilisé dans l'alimentation. 
La vitamine B,, est produite par Fropionihacte- 
run shermari où Ps. denitrificans ; la vitamine €, 
surtout produite par voie chimique, peut aussi être 
obtenue avec Acerobacter suboxvdans. La ribofla- 
vine ést synthétisée par un champignon levuri- 
forme, Ashbva gossypii, le f-carotène, qui peut 
servir de précurseur de la vitamine A, l'est par 
Blakeslea trispora ou Rhodororula gracilis et 
l'ergostérol, convertible en vitamine D, par 
SC, cérevishié OÙ À. niger, 

* Additifs alimentaires. Les pigments alimen- 
taires sont de plus en plus utilisés pour rendre plus 
agréables certains aliments ; les problèmes posés 
par les colorants chimiques font que la demande de 
colorants « naturels + est dé plus en plus forte, Les 
B-carmténoïdes synthétisés par des levures (par 


Pharmacie 
Alimentation, biotechnologie 


Biopolymères, emballages, méde- 
cine (implants...) 


Bacténologie 





exemple, Rhodotorulla) peuvent servir à la fois de 
colorants et de précurseurs de la vitamine À pour la 
nourriture des animaux, 


8.2.3. Production de métabolites 
sécondairés 


Des milliers de molécules différentes peuvent 
étre extraites de cultures microbiennes (surtout 
chez des champignons et plus particulièrement les 
Streptomyces). Les métabolites secondaires sont 
généralement produits en faible quantité (de L à 
20 mg-L-!) par les souches sauvages, alors 
qu'une production ne devient rentable qu'à partir 
d'une synthèse de 5 g-L”!, L'amélioration du ren- 
dement repose sur l'optimisation des procédés de 
fermentation et la modification des souches, par 
recherche de mutants spontané, par mutation 
dirigée lorsque les bases génétiques de la biosyn- 
thèse du métabolite sont connues, ou encore par 
construction de souches par croisement, fusion de 
protoplastes ou manipulation génétique. 

On trouve ainsi des produits pharmacologiques : 

- alcaloïdes, par Claviceps pareurea qui fournit plus de 
Aalcalkoides différents, dénvés d'un novau tétracyclique 
Cergoline) et aux très nombreux usuges thérapeutiques : 
hémorragie utérines (méthylergométane), migraines (ergo- 
tamine, dihydrocrgotamune), syndromes orthostatiques, insuf- 
fisance veineuse fonctionnelle (dihydroergotamine), pertur- 
bations fonctionnelles neuropsychiques et psychomotrices 
(hydrocrgotoxine), certaines sténlités, aménormhées et 
galactorhées hromocryptine). La procuction des alcaloides 
s'effectue dans des cellules riches en lipides, comparables 
aux cellules du sclérote, obtenues sur milieux riches en glu- 
Giles, contenant des séls ammoniacaux, des acides carboxy- 
ligues ec du pose : 

- antibiotiques. Dans certaines conditions de culture, cer 
lunes espèces microbiennes (champignons surtout) produi- 
sent des antibiotiques: céphalosporines (résistantes aux 
G-lactamines de St cureuxs) par Céphalosporium acreme- 
nie, fumagilline par À. faisons, anséofulvine (angibsioti- 
qué antfongique actif conte Les dermatophytes) par 
Pe, griscofulvun, pénicillines par Fe. chosogenun, acide 
fusidique par Fusidion cocciteun. Ces recherches visent à 
l'augmentation du rendement et à la modification de li régu- 
lation, par exemple des f-lactumines par voié génétique, chez 
les souches productrices de pémicilline et de céphalosporine : 

- immunodépresseurs, La cychosporine À est svmthéti- 
sée par plusieurs champignons, dont Tofypecladien enflenunt. 
Cet immunodépresseur a révolutionné la transplantation 
d'organes et de moelle par ses propriétés de blocage.de la syn- 
thèse de l'inierleukine 2 iohibant le phénomène de rejet. 
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On trouve aussi : 

— dés imsecticides (Bacillus furirengis): 

— des arûmes produits par des bacténes (Ps. fragi 
pour l'éthybutyrate à l'arme de fraise) et, surtout, 
des champignons (Aspergillus entre autres) ser- 
vant à aromatiser par exemple les yaourts. 


6.2.4. Production d'énergie 


La production de méthane par fermentation de 
lisier ou de fumier s'effectue en particulier dans 
les pays en développement (15 kg de matière 
organique sèche donnent 3 m° de gaz à 55 % de 
méthane). 

L'éthanol produit comme carburant (par exem- 
ple, au Brésil 10000 (tonnes à partir de 
mélasse de canne à sucre} souffre chez nous d'un 
prix de revient non compétitif. Les 4/5 de l'éthanol 
produit dans le monde sont obtenus par fermenta- 
tion (le reste étant synthétisé à partir de l'éthylène) 
à partir de sources renouvelables et disponibles en 
grandes quantités (sucres et amidon d'origine agri- 
cole, cellulose des déchets industriels et urbains). 
Les matières premières disporubles pouvant 
conduire à la fabrication d'alcool-carburant sont 
réparties en trois groupes : 

- les produits sucrés directement fermentescibles (mélasse 
de betterave ou de canne à sucre) ; 3,3 tonnes de mélasse per- 
mettent l'obtention de L'ionne d'alcool. Classiquement, la bio 
synthèse de l'éthanol s'effectue avec $e, cerevisie qui est 
capable de fermentér directement le jus de bettérave, plus dif- 
Mcilement kes mélasses, Des cocultures permettent d'augmen- 
ter le rendement de production d'éthanol Endonmeccpsis fihu- 
lirense, CEFEVISRIE, À. nigensc. cérevislae) : 

- les produits anlacés, présents dans Les tubércules, ruct- 
nes où graines. La préparation du moût de fermentation 
nécessite alors une hydrolyse par voie chimique du énxyma- 
tique. En climat tropical (Brésil, Indonésie, etc}, les racines 
de manioc soit une source prometiéeuse : LO tonnes de mani: 
permettent de préparer L'tonne d'alcool, Farmi Les graines 
amylacées, le ni en Agé, le maïs aux États-Unis. l'avoine et 
le seigle en Europe de l'Est sont uulisés depuis longtemps 
comme source d'éthanol : 

- les produits cellulosiques, qui nécessitent souvent, 
comme lamidon, un prétraitenvent hydrolvuique destiné à 
libérer les monomères glucidiques. Cela implique l'inter- 
vention de cellulases produites essentiellement par des moi- 
sissures du genre Aspergillus où Trichaderma, ou la réalisa- 
ton de cultures mixtes levures-bacténes, ces dernières 
assurant la dégradation de La cellulose en glucides qui seront 
alors fermentés par des levures, L'utilisation de souches 


comme CL thermecellunt, qui peut transformer la cellulose 
en éthanol, pourrait changer les données économiques du 
problème. 

Des hydrocarbures synthétisés par Borvecoccux Brant 
(une algue chlorophycée) représentent une source renouvéla- 
ble de carburants liquides, de cires et de surfactants. 


8.3. Biodégradation 
des polluants 


6.3.1. Biodégradation 
des métaux lourds 


Les micro-organismes intéragissent avec les métaux selon 
deux grands types d'actions : 

— en modifiant l'environnement : paentiel redox moxbitié 
entrainant une oxvdation du métal {par modification de sa 
valence) et, ainsi, le rendant plus soluble : acidification du 
milieu permettant aussi de garder le métal en solution : 

= plus spécifiquement en formant des complexes solubles 
avec le métal par production de métabolites (acide citrique, 
pyruvique...). 

Selon la source d'énergie utilisée, deux types de micro 
organismes peuvent être impliqués : 

dés chimio-organotrophes tels Les bacténes du genre 
Cellelomones : 

- des chimiolithotrophes du genre Thiobecillus notum- 
ment (voir chap 14-74, © ferreucrdans et T. dtioparus. 

D'autres mécanismes existent aussi : 

— précipitation des ss métalliques sous forme de sulfure 
par des bactéries sulfatoréducinces en présence de nutriments 
weaniques, de sulfates et en angéroiose ; 

- complexation par des micro-organismes ssmthétisant 
des métabolites à grande affinité pour les métaux protéines, 
polysecchandes] ; 

- absorption des métaux par la biomasse (vivante ou 
morte) our les sites membranaires écarbomylies, phosphoryies, 
hydroxvles….], par exemple l'uranium (Srreptammces spi le 
plomb et le cadmium (Cirrabacter sp.) le cobalt, le cuivre et 
le nickel CZoaglea spi, l'argent (T. jerrecudunrs).. 


8.3.2. Biodégradation 
des hydrocarbures 
et des rejets industriels 


La pollution par hbodrocarbures de M} à A6 d'hydrocar- 
bures saturés, de 20 à 40% d'hydrocarbures aromatiques et 
polvaromatiques, de 3 à 25 % d'hydrocarbures polaires et de 
DA 10% d'asphaltènes) pose de gros problèmes d'élimina- 
tion. Les cas kes plus connus sont les naufrages de grands 
pétroliers (167: Le Torrer Canvor au large des côtes de 
Comoudlles : VOTE : l'Armnece Cadre près de Portsall dans ke 


Finistère : 1989 : l'Exron Valdés sur la côte pacifique du 
Canada : plus près de nous, en 2003, le Prestige au large de la 
Galice en Espagne). Malgré tout, ces événements accidentels 
et exceptionnels ne représentent que 10 % des hydrocarbures 
rejetés en mer ! D'autres sources existent : dégazages (22 % 
des hydrocarbures rejetés}, fuites naturelles au fond des 
océans, déjéctons urbaines et fluviales, retombées atmosphé- 
riqués, émanations des raffinenies, fuites des plateformes off 
share, 

Afin d'éliminer cette pollution, l'emploi de méthodes phy- 
sicochimiques (évaporation, solubilisation, émulsificution, 
sédimenation, photo-oxvdation) & montré rapidement scs 
limités et méme peut se révéler néfaste étoxicité de certains 
dispersants où dés émulsions qu'ils forment]. On a donc été 
amené à développer l'utilisation des micro-organismes. 

Dans un premier temps, la biodégradation naturelle gar kes 
souches sauvages à été étuchiée et reste le plus important 
mécanisme de dégradation naturelle. Ainsi, les groupes bac- 
tériens suivants s'avèrent des « dépollueurs + prépondérants : 
Achromobacter Acinérebacter, Preudonones, Bacillus... En 
fait, une seule souche ne peut généralement pas métaboliser à 
elle seule Les polluants, Une « communauté » dé muicro-orga- 
nismés est requise, chacune des espèces réalisant une partié 
duprocessus de désradation, Elles doivent travailler en syner- 
vie ét une déficience en l'une d'entre elles diminue fortement 
l'efficacité du traitement Des « cocktails « de bactéries non 
pathogènes ont ainsi été mis au point : système Bacta-Pur®, 
procédé odéepper mis au point en Inde combinant cin cspé- 
ces bactériennes choisies en fonction de la composition des 
déchets. 

Le traitement des nappes souterraines polluées peut se faure 
par inéction dans le sous-sol de cultures bactériennes (par 
exemple Arthrobecer, Actehactert en présence d'eau oxy- 
génée et de nutriments minéraux (RNO;. K;HPO,, KH,FO,]. 

D'une manière générale, on peut utiliser aussi les macro- 
organismes pour le traitement des rejets provenant des indus- 
Unes chimiques ét contenant des substances toxiques pesti- 
cides, composés hilogénées, chlorés, benzène, toluène, hydro: 
carbures aromatiques.) On peut traiter directement les 
effluents rejetés ou les sols et nappes phréatiques contaminés. 
Ce som essentiellement les germes du genre Freddie 
Qui sont utilisés : dégradation de la diméthylamine farine 
verras], du phénel st du camphre fusée], du P-crésol (fr 
rescens], du 24,5 imchlorobensoate fcemercier), du tinitroc- 
lubne feeruginosl.. D'autres micro-organismes peuvent 
être aussi utilisés : Entenobacrer dégrade l'insccucide DDT, 
Brevibacterdun les dioxnes, Aspergitlus la celluluse, Acre- 
seniaen chonicole le caoutchouc vulcanisé, Cleduspeantunn 
resree le kérasène... 


8.4. Applications au laboratoire 


L'identification des bactéries repose en grande 
partie sur ces caractères biochimiques dont la mise 
en évidence constitue l'essentiel de la galerie 


] 


d'identification. Ces caractères sont la traduction 
du métabolisme bactérien ; la connaissance de 
celui-ci permettra donc de prévoir les caractères 
biochimiques et vice-versa, Quelques exemples 
sigmificauts dé nulieux d'identification seront 
décrits pour en expliquer Le fonctionnement. 


8.4.1. Milieux d'étude du métabolisme 
énergétique 


* Milieu viande-foie (VF1. Ce nülieu riche, 3 base de 
viande, de foie et de glucose, doit présenter une variation con 
tinue du preniel d'oxvdoréhection Cr, depuis rH, = 30 en 
surface jusqu'à des valeurs de l'ordre de Sen profondeur, CE 
qui traduit un gradient de concentration en oxveène dissous. 
De plus. aucun composé du milieu ne déit permettre la réspi- 
ration annérobie (abheonce de nitrates). Durs ces conditions, 
les baciéries pourront se développer partout où elles trouvent 
un rH, favorable : 

- les aérobies strictes ont besoin d'oxygène {chaîne 
respiratoire) et donc se développent à un rH, élevé (en 
surÉace) : 

= Les anaérobies strictes né supportant pas l'O, se déve- 
loppent à un FH, bas fau Cond du rube): 

— Les aéro-anaérobies sont inscositdes au FH, car, selon le 
cas, elles fermeéntent ou oxvdent le substrat. Certaines anaé- 
robies strictes tobérantes à l'O, comme les Srreprncoccus se 
multiplient aussi dans tour be tube, 

“ Recherche de l'oxvdase. Les hactènes en voie dé crons- 
sance sur un milieu ne contenant pas de sucres fermentescr. 
bles qui pourraient inhiber la synthèse des cyiochromes sont 
mises eu contact d'une solution (fraiche) de N-térraméhy)- 
paraphénylène diamine (TMPD} qui se comporte comme un 
donneur anificiel d'électrons ét prend une coloralon violacée 
par oxvdaton ; le TMPD est oxvdé au niveau de la partie ter- 
minable de certaines chaînes de cystochromes possédant des 
cyochromes €. 

* Réduction des nitrates. La recherche de la nivate 
réductase (NR} sur un milieu nitraté (gélose où bouillon 
nitraté, miiéu mannitol-moblité) par be réactif de Griess per- 
meet de mettre en évidence la production de mitrites. Or, il s a 
deux NE et la céuction des mitrates peut dépasser le stade 
nitrate. Pour interpréter le résultat on peut : 

- en absence de nitrites, rechercher si les nitrates sont 
encore présents (par leur décomposition en mitnites par le 
#inc} : 

- déterminer le type de MER CA ou B} par l'utilisation d'un 
milieu VE contenant du chlorate de potassium. Ce composé 
joue Le rôle d'analague structural des nitrates pour la NE A 
avec production de chlontes toxiques (pas de culture), alors 
que Hi NR E ne peut pas dégrader le chlérate (culture posi- 
UvE). 

Oh reconnaitre alors si la souche étadiée uulise Les nitrates 
pour une respiration anaérobie où comme source d'aote. 

+ Auxanogramnte. L'auxanogramme permet de déterrmi- 
ncr la nature des substrats utilisés par les micro-organismes 


li] 


comme source d'énergie et de carbone (éventuéllement 
comme source d'asoe). Sur un milieu de base chimiquement 
défini contenant les sels minéraux et les facteurs de crus 
sance), on dépose le substrat sous forme d'une micragoutte- 
Lette cu à l'aide d'un disque de papser-Giltre moprégné dé à 
solution du substrat. Une croissance est le propre des hacté- 
nes qui absorhent, métabolisent be substrat et l'utilisent 
comme unique source dé carbone et d'énergie. Le railieu au 
craie de Simmons gel un exemple où le subetrat (citrate de 
sodium) + est IR Orporé. 


8.4.2. Milieux d'étude du métabolisme 
glucidique 


“ Milieu de Clark et Lubs. Ce mileu glucosé est le plus 
courant pour étudier Les voies de fermentations du glucose : 
on peut aussi utiliser une eau péptonée glucosée avec cloche. 
La réaction du rouge de méthyl (RAT met en évidence les Fer. 
méntations acides, en particulier la fermentation acide mixte, 
Letest dent être réalisé au bout de ds heures de culture lorsque 
la prohuction d'acides est stabilisée car centaines bactéries 
sont capables dé métaholiser les acides produits, d'où une 
évolution du pH if, AVZFE, 

La réaction Voges-Prosckauër (VF) met en évidence lu 
volé du butylène-glycol (fe, PV AL Grèce à la cloche, on 
pourra déceler la production de gaz et, par additon de soude 
au milieu, la proportion de CO, 

° Milieu de Kligler-Haÿna. Les fermemtanions qui se 
dévelopent sur ce mieu résultent d'une intéraction entre 
différents métabolismes sous l'effet de régulations liées aux 
composants du milieu (glucose, lactose, protéines et aussi 
l'O, de l'air}. 

Dans Le culot {rH, relativement bas}, l'absence d'O, et ln 
présence de glucose répriment l'opéron lactose : c'est l'eflet 
glucosg qui s'exprime chaque fois qu'il y a simultanément, 
dans on milieu, un métabolite facthement utilisable, comme ke 
glucose, et un autre métabolite dépendant d'un système de 
régulation mducuble comme le lactose Con Fappelle aussi 
répression catholique), L'acidification cest donc du à la fer 
mentation du glucose (en acide lactique, formique, étc,} par 
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Figure (V.27 - Évolution du pH en fonction du temps 
d'une culture fermentant le glucose sur milieu de Clark 
et Lubs, 


des voies comme les fermentations homolactiques ou hétéro. 
lactiques ou encore la fermentation acide mixte, Le gaz étant le 
CO; ou l'H, dégagé lors de ces fermentations. Sur la pente 
{en présence d'O,), lé glucose étant rapidement utilisé, l'effet 
glucose sera faible ou nul. Le lactose va pouvour jouer son rûlé 
d'inducteur de l'opéron laciose fcetig inducüon est aussi 
favorisée par l'O), L'acidification est donc 16e à La fermen- 
tion du lactose, On peut vérifier l'induction de l'opéron lac- 
tose par ke test ONPG., analogue structural du lactose qui est 
scindé pur la galactosidase en ONF (jaune jet galactoée. D Faut 
signaler que ce test peut également être positif en présence 
d'une ONPGasc, entvme que possèdent certaines bactéries 
lactose négatives. 

Le milieu de Kliglker permet encore de déceler la dégreis- 
tion de La lysine issue des protéines sous l'action de La lysine 
décarboylise (LDC) et la production d'HSS dont F'omgine 
peut être : 

- Li désulfuration d'acides aminés soufrés : 

= réduction de lhiposulfite de sodium par une voie de 
type respiralion anaérobie. 

+ Milieu manniol-mobilité. Le fermentation du mannitol 
se fait avec production d'acides (le pH diminwe) dont, selon 
les bactéries, l'acide formique qui peut étre décomposé par La 
Éormate hydrogène lyase suivant la réaction : 

HÉCOH — CO, + H.. 

Pour empêcher la production de gaz qui rendrait impos- 
sible la lecture du caractère mobilité, on ajoute on inibiteur 
de cette enzyme, le nivate de potassium. Mais les nitrates 
peuvent étre le substrat d'une respiration anaérobie avec pro- 
duction d'azote : ce milieu est donc impropre pour tester Le 
caractère mobilité de germes comme les Piéndomenvas. 


8.4.3. Milieux d'étude du métabolisme 
protidique 


+ Milieu lssine-fer. La lysine peut étre décarbosylée par 
les micro-organismes LOC en cadavérine, amine qui provo- 
que une élévation du pH. Étant donné que la LDC n'est syn- 
thétisée qu'en milieu acide (pH = 6}, une aciification préa- 
lable du milicu par fermentation de glucose es nécessaire : 
C'est pair cette raison que ce milieu content une faible quan- 
té de glucose et ne doit dtre employé qué pour des germes 
glucose”, Les vermes LOC, fermentant uniquement Le glu- 
case, font baisser le pH. 

La décarboxylation peut aussi étre mise en évidence par 
extraction de La cadavérine puis coloration en présence de 
nénhydrine (à partir milieu de Kligler}. 

La lvsine peut être désaminée sous l'action lysine désami- 
nus (LDA) en présence d'oxygénc (donc sur le pente du 
milieu) avec production d'un @-cétoacide qui est révélé par 
les sels de fer du milieu (coloration rouge bourgogne) (voir 
ë 51.411 

La production d'H$ en vulieu basique les germes 
LDC+ est mise en évidence par le nouircissement dû à la Éor- 
malion de sulfure de Fer: l'origine en est Ja même que sur 
milieu de Kligler 

+ Milieu uréc-indole Ce milieu synthéugue (voir 
$ 3.1.3.4,)1 permet de révéler trois voies métaboliques : 

- la dégradation de l'urée ét donc la présence d'une 
UrÉASE : 

- la dégradation du tryptophane en indole : 

- La dégradation du tryptophane en @-cétoacide par la 
TDA qui est mis en évidence par FeCL (coloration brune). 


AUTO-ÉVALUATION ET EXERCICES 





SAVEZ-VOUS VOTRE COURS ? 


1. En utilisant 
métabolique : 

- présenter cuccinctement les mécanismes de ba production 
d'énergie au cours de la respiration aérobie et anaérobie : 
— définir kes fermentations : 

— décrire et expliciter la technique utilisée pour déterminer 
les types respiratoires : 

représenter Îles aspects obtenus pour les quatre 
principaux: aérobie strict, aéro-ansérobie, anaérabic 
strict, micro-nérophile. 

2 En mobilisant ks connaissances de biochimie méta- 
bolique, décrire à partir des documents fournis dans le chu- 
pitre les voics suivantes du catabolisme glucidique : 

- glycolyse et cycle de Krehs : 

- shunt de l'hexose monophosphate ; 

— fermentation homoluctique et hétérolactique ; 


les connusancés de biochimie 


ETS 


f EXERCICES ET PROBLÈMES 


1. Compléter les propositions suivantes. 

À HHIQN 7 PO ne ne est l'ensemble des réac- 
tions qui convertissent les nutriments en métaholites néces- 
saires aux Miosvnihèses. 

2 La respiration comespond, chez un dns ü lu 


possession d'une... rien 2 INES CA 
+ 1 OR M à cellulaire el entraînant 
[111 SES .… d'électrons dans un sens et un flux 
équivalent de. Rae ETS dans l'autre sens, 

PE SRE re 2 PR cree à la présence 
de... “  M'éntrai- 
nan pas autoratiquement de flux. .…. Ou de pri 
tons de part et d'autre d'une. 

4, Les cytochromes sont Fe de PEL LEEe Le à groupe- 
MEN PROSÉRÉTQUE, sus sssnasauarissns 

RER un iir semaine Mes ne sont exclusive- 
1 PTE D PO Paper 


fi. RE enayiue qui intervient pour dégrader la 
pe 


en 


a 


es Vds: ut aminés Hbère le 
… sous forme de CO, et une.… me 


- fermentation acide mixte, butane dioligue, biancique, 
acétonobutylique ct propionique. 

% Décrire des pplications des fermentations : 

— dans Le production d'aliments : 

— dans bes techniques de l'identification microbienne. 

4. Montrer l'intérêt des techniques d'étude du catabo- 
lisme glucidique pour l'identification des micro-organis- 
mes. 

5.  Eumobilisant vos acquis, décrire Les principales tech- 
niques d'étude du catabolisme des glucides. 

6. Présenter les étapes de la transformation, par des bac- 
téries. d'une protéine (gélatine, caséine.. en. ses différents 
produits de dégradation. 

7. En mobilisant vos acquis, décnre les principales 
iechniques d'étude du métabolisme proudique chez les 
bacténes. 


8 L'utilisation de souches... (chét les- 
quelles les gènes régulateurs ont été rendus imopérants), 


pour produire des acides aminés, u l'avantage sur les 


méthodes chimiques de conduire uniquement 
PU PP Tee 
ES Te ee eu le permet de déterminer la nature 


des substrats utilisés par les micro-organismes comme 
source d'énergie et de carbone, 
19, La lysine peut étre désuminée sous l'action de 


PETER RME tend en présence d'oxygène (donc sur 
dE du thilseu, ...,) ave production 
d'un. es QUE SGra mis en évidence pur une 
TÉACTION. suisses avec un sel de... 


2. Indiquer si les propositions suivantes sont 
vraies ou fausses. Si une proposition est 
fausse, le justifier. 

L La phtosynthèse bactérienne utilise les mêmes pig- 
ments et les mêmes réactions que celle des végétaux. 

L  Unorganisme afrobie strict ne peut pas utiliser la res- 
piration dite anaérobie en l'absence d'oxygène. 


3. La fermentation du glucose libère autant d'énergie 
Que sa respiration dite anaérobie. 

4. L'ATP est la seule réserve d'énergie utilisable direc- 
tement. 

5 Le glucose est le seul sucre utilisable directement par 
ous les micro-organismes. 

& Lecycle de Krebs libère beaucoup d'énergie. 

7. La dégradation des amino-acides libère peu où pas 
d'énergie, 

8 On peut rechercher un type métabolique sur un milieu 
MEVAG contenant du fructosé. 

0. La fermentation alcoolique est essentiellement réali- 
séé par des bactéries. 


| 
| 
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Géfase vrancdie-fore 
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+ facteur *# 
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1.1, Quel est le type respiratoire de chacune de ces 
bacténes ? 

1.2 Indiquer succinciement, pour chacun de ces trois cas, 
la voie de dégradation du glucose et préciser la nature de 
l'accepteur final d'électrons. 

13. Justifier l'absence de culture de Clostridinm sporoge- 
nes dans la partie supérieure du tube et le développement de 
Prendenmanas aermginosc et d'Eschenchia coli dans cette 
zone. 


Castro 
Sporogenes 


10, Le pyruvaie est une plaque tournante du métabolisme 
intermédiaire. 


3. Métabolisme respiratoire 


L Pourrechercher le type respiratoire de trois bactéries, 
Pseudomonds aeruginoss, Escherichie coli et Closrridinn 
sporogenes, on les ensemence en gélose profonde viande- 
foie dont la composition est : 

- base viande-foie, 40 g : 

glucose, Te: 

—agur. GE: 

— eau distillée, LL. 

Les résuliats obtenus après 24 heures d'incubation sont 
donnés par la figure A. 


«| 


Gélosa WF Gétose Vallon 


PéuENTIQNus déni 


È 


Gélose VF} Gélase VF ! Géo VF 
+ l'acteur Y £ + lacteur Ÿ 
ÿ + Facteur * 


Haemootius parmimilienzss 


2 Lafigure B montre la différence de comportement de 
Pseudomoncs acruginosa ensemencé en gélose profonde 
viande-foie et en gélose de Veillon. Expliquer le résultat 
obtenu en gélose de Veillon sachant que la composition de 
ce milieu est la suivante : 

— mäcération de viande de bœuf, 50 mL : 

— eau, SCX1 mL ; 

= peptone, 20 £ : 

— pélosé, 8 £ : 


- glucose, 10; 

— nitrate de potassium, | g- 

LI. Comment désigne-t-on le métabolique mis en œuvre ? 
22, Quel est l'accepteur final d'électron ? 

23. Quelle enxyme caractéristique peut-on mettre en 
évidence ? 

FL  Hüaemophilus influensae ne se développe en gélose 
viande-foic que lorsque ce milieu est enrichi en facteurs W 
ét X. La figuré c donne les résultats obtenus pour germe. 
41. Comment désigne-t-on des germes qui ont un tel 
comportement ? 

3.1. Sachant que le facteur X est un précurseur des cyto- 
chromes et que Le facteur V en est un du MAD, interpréter 
les résultats obtenus. 

4. La figure d indique les résultats obtenus dans le cas 
d'Hacmeophiles pare influensae, Quelle est l'exigence de 
ce germe ! 


4. Métabolisme respiratoire de Rhodospiril- 
lum rubrum 

FRhodospirilun rabrum est une bacténe qui : 

peut se multiplier en aérobaose, à l'obscurité. en utilisant 
comme substrat des substunces organiques de diverses 
natures (alcools. acides gras. acides aminés...) ; 

- peut se oulüplier en angérobiose à condition d'être à le 
lumière et en présence des substances organiques préci- 
tées. Dans ce cas, si on marque au Ce CO, du milieu, les 
bactéries imoorporent le carbone radioctif dans leurs cons- 
Utuants rganiques ; 

- nécessite pour sa croissance de la biotine (vitamine H). 
L. Quel est Le type respiratoire de Rk rubrum * Quels 
sont les accepteurs finals d'électrons et de protons possi- 
bles pour M ruban en ansérobiose 7 

Z Quel est be type trophique en aérobiose 7 Préciser le 
rôle des substances organiques dans ce cas. 

3 Quel est le type trophique en annérobiose 7 Les subé- 
tances organiques jouent-elles Le même rôle que dans le cas 
précédent ? Quel est Le rûte du dioxyde de carbone ? 

4... Quels sont les autres types wophiques bactériens 7 En 
préciser les principales caractéristiques (source de car- 
bone, source d'énergie, rôle du donneur d'électrons et de 
prions). 

5, Qu'est la biotine pour Kh, rhum À Citer les autres 
citégories de substances pouvant avoir ke même rôle, pré- 
ciser alors les mécanismes généraux d'action. 


6. Métabolisme respiratoire de Pseudomonas 

aeruginosa 

« Les Preudomenadecens constituent le modèle des bac- 
téries aérobics strictes, c'est-à-dire à métabolisme stricte 
ment respiratoire, dépourvues de métabolisme fenmentatif 
des glucides, En sérobiose, le bacille pyocyanique utilise 
l'oxygène comme accepteur final d'électrons. Qué des 
milicux peu tumponnés, il est capable de produire de fai- 





bles quantités d'acide par oxydation de nombreux sucres 
aldéhydiques (par exemple, glucose)... Malgré son méta- 
bolisme respiratoire strict, il peut utiliser d'autres accep- 
teurs Minas d'électrons, en l'absence d'oxygène. Cette pro- 
piété lui péter ds éroitre eu Mo Oitee Cars des milieux 
organiques très divers, & condition qu'un accepteur conve- 
nable d'électrons soit présent, en particulier le nitrate, » 
1 Comment peut-on mettre en évidence au laboratoire 
le type néspiratoire de Ps, aeruginosa ? Préciser la compo- 
sation du milieu utilisé, mode de présentation, son 
mode d'utilisation. Faire un schéma montrant le résultat de: 
la culture obtenue, 
2 Ps. aerugénosa possède deux types respiratoires ; les 
redéfinir à partir du texte ci-deseus. 
4,  COnensemence un milieu mannitol-mobilité avec une 
culture pure de cette bactérie, Faire un schéma montrant le 
résultat de Ja culture obtenue et justifier cet aspect. 


6. Étude comparative des métabolismes 

de Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas 
maltophilia 

Sur un milieu MI, présenté en boite de Pétri, on effectué un 
auxanogrunme, On nénlise un ensemencenent pur inondation 
avec lu souche à dudier, Après séchage de li surface du 
milieu, on dépose 4 disques content différentes substances 
carbonées. Le milieu est eneuite incubé 48 heures à 47 °C. 
On donne la composition du milieu MI : agar, NaCl, 
NH,CI, KH,PO,. Na,HPO,, MeSO,. eu diistillée. 

Les substances contenues dans les disques sont les 
suivantes : liglucose; lmaltose : 4) manaitol :4inositel. 
Les résultats obtenus sont donnés eur la figure ci-après. 


Freud AE FH RICE Écrans ra droph rlre 


one de cultare 
LC] Absence de culture 


Prend deruginent Kanthomanes #as/rentlfa 


Réauhim ideniique à elus 
de Ici 2 


Copvyrighted material 


On réalise La même technique sur un milieu M2 de compo 
sion : M1 + méthionine. 

Les résultats obtenus alors sont représentés figure 3. 
LÀ quel type de milieux appartiennent M1 et M2 ? 

Z Quel est le but d'un auxanogramme ? 

3.  Interpréter les résultats pour Ps. aeriginosa. 

4, En défimssant le rûle de la méthionine dans le 
milieu M2, enierpréter Les résultats obtenus pour 
Ps. maltophilia. 

5 Qu'est-ce qu'un « type trophique » ? Quel est celui 
des deux espèces étudiées ? Expliquer. 


7. Métabolisme des bactéries lactiques 


Les bactéries lactiques appartiennent à deux genres 
pncipaux : Sreprecoccns et Lactobcillers. 

1. Proposer une définition des bactéries lactiques. 

2. Le catabolisme du glucose conduit à des produits 
variés selon la voie fermentaire utilisée, Quelques exem- 
ples figurent dans le tableau ci-dessous. 


Lectobacillus bulgaricus 


Homefermentaire 
Homafermentaire 
Hétérofermentaine 
Hétérofermentaire 


LAtobaoitus case 
Lactobacius ferment 
Lactobailus vridescens 





2.1, Ckéfinir le mot « fermentation » et montrer en quoi ce 
processus diffère de la respiration aérobie et de la respira- 
ton ansérobie. 

ZL2. Expliciter les termes « homofermentaire » et « hété- 
rofermentaine ». 

L3, Comment, au laboratoire, est-il possitile de distinguer 
les deux processus 7 

4, Les lactobacilles n'utilisent pas l'oxygène libre pour 
leur métabolisme, préférant une atmosphère riche en CCI, : 
ils sont ansérobies aérotolérants. L'incubation est alors 
réalisée soil en microgérobiose, soit en anaérobiose, Quels 
moyens sont utilisés en pratique pour respecter ces cond 
tions ? 


8. Métabolisme énergétique de Bacillus subtilis 
1. Bacillus subis eat une bactérie aérobie stricte. 
Citer le milieu de culture qui permet de mettre en évidence 
ce type respiraloire ét donner son principe d'utilisation, 
Faire un schéma du résultat obtenu avec Bacillus sebrifis, 
2 Indiquer quelle voie de dégradation du glucose cette 
bactérie peut utiliser et préciser la nature de l'accepteur 
Final d'électrons. 

3 Ceue bactérie peut cultiver en absence d'oxygène, 
quand on lui fournit dans le milieu des nitrates. Expliquer 
ce phénomène. 


9. Photosynthèse chez les micro-organismes 


1. Écrire l'équation générale de La photosynthèse chez 
les sulfo-hacténies. Présenter les principales différences 
avec la photosynthèse végétale. 

2. Parmi Les bactéries photosymhétiques, on trouve les 
pourprés sulfureuses photolithotrophes et les pourpres sul- 
fureuses phoo-organctroplhes. 

2.1. Expliciier des deux termes: photolithotrophes et 
photo-organotraplhes. 

2.2. Quels sont les autres types trophiques bactériens ? En 
préciser les principales caractéristiques (source de car- 
bone, source d'énérge, rôle du donneur d'électrons et de 
protons). 


10. Métabolisme des archéobactéries 


LL Pours'adapter à un environnement extrême, les arché- 
obactèries ont développé dés voiss métaboliques particulié- 
res. Les halophiles extrêmes vivant dans kes eaux salées 
comme La mer Morte possèdent uné chaîne respiratoire 
aérobie qui leur permet de synthétiser leur ATP par cou- 
plage chimio-cosmotique. Elles possédent de plus une pro- 
téine membranaire, la bactériorhadopané, qui se comporte 
comme une pompe à protons « actonnée » par l'énergie 
lumineuse. Celle-ci constituc une source énergétique dans 
un milieu où la concentration en oxygène est faible à cause 
de la forte teneur en sels. 

Présenter, sous forme d'un schéma légendé el commenté, 
le mécanisme du couplage chimio-osmotique de la forma- 
tion d'ATP. Flacer l'intervention de la bacténiorhodopsine 
dans ce schéma. 

3, Dans ks mers, les estuaires et Les zones côtières à forte 
teneur en sulfate (SO,%-) et dans les zones d'activité volca- 
nique à fonte teneur en soufre élément (SO). les archéobhac- 
téries réalisent, selon les disponibilités en substrat carboné et 
En DEVEÈNE : 

- soit la réduction dissimilatrice des sulfates ou du soufre 

en sulfure (S7-). En présence de substrats organiques 
comme le lactate, Le milan métabolique est : 
2CH,-CHOH-COOH) + S0 + 1 (CH,-CO0H} 
+200, +2H,0 + ST (cas A). 
En présence de substrat inorganique, ces bacténes utilisent 
le CO, et tirent leur énergie de la réaction bilan : 
4H, +50, + 57 +4 H,0 (cas B): 
soit l'oxydation dissimilatnice du soufre en sulfate 
(80,2): 
SO + 42 O, + H,0 3 H,50, (cas C). 
Dans ce cas, elles se développent sur carbone inorganique 
ou minéral et, en anaérobiose, l'oxygène peut-être remplacé 
par Le fer fermique ou les nitrates, 
Pour chacun de ces tros modes dé vié (A, E et C}, indiquer 
sous forme d'un tableuu Le donneur d'électrons, l'accépteur 
d'électrons, la nature de lu molécule source de carbone, Les 
Lypes trophiques vis--vis du carbone et de l'énergie. 





1. Compléter par 
1. Métabolisme intermédiaire. 


2 Chaïne de transport électronique : membrane : flux uni- 
directionnel ; protons. 

3  Fermentation ; chaînes de transport électronique intra- 
cytoplasmique ; d'électrons ; membrane. 

4. Hétéroprotéines : feroporphyrinique. 

5.  amylases : bactériennes. 

6.  Proaéinase. 

7.  Décarbosylation : carboxyl : amine. 

8.  Dérégulés ; formes naturelles. 

9.  L'auxanogramme. 

10, Lysine désuminase CLDA) : pente, lvsine-Fer : octo 
aide, colorée, fer. 


2. Propositions vraies ou fausses 

1 Foux: les pigments sont la bacténochlorophylle ou la 
bactériorhodopsine ; de plus, à n°y a jamais photolyse de 
l'eau avec production d'O, 

2. Faux :c'esten général le contraire, à condition naturel- 
lement de posséder les systèmes enzymatiques correspon- 
dans. 

3 Faux : be rendement énergétique est de l'ordre de 2 % en 
fermentation et il est en général supérieur à 30 % en respira- 
on anaérobié (sur nitrate par exemple). 

4. Faux :ily a aussi le gradient électrochimique de prnons 
au niveau de la membrane ainsi que d'autres molécules pos- 
sédant une liaison riche en énergie (CTP, Ac Co, PEP..,1, 
5. Faux: il n'est que celui qui est le plus universellement 
utilisé. 

6. Faux : in va qu'un CTP directement libéré, le reste des 
transporteurs ne donnera de l'énergie utilisable qu'au travers 
des chaines respiratoires par exemple. 

% Vrai, 

8. Vrai. 

Faux: elle est beaucoup plus fréquente chez les chum- 
pignons en particulier Les levures (levure de bière}. 

Li, Vrai. 


3. Métabolisme respiratoire 


1.1. Pr, ceruginesa : aérobie stricte (culture en surface), 
E. coli : séro-anaérobue (culture en surface et en profondeur}, 
CE, sporogenes : anaërobie stricte (culture en profondeur uni- 
quementi. 

LZ Ps. ceruginose : voie oxvdative, où shunt de l'hexose- 
moncphospahte+ chaîne respiratoire sur Q, E cali :enpré- 
sence d'O., on aura une oxydation (par exemple, glycolyse 
+cycle de Krebs + chaine respiratoire sur O1. en l'absence 


[1 


d'O, mais en présence de composés organiques, on aura né 
fermentation (fermentation acide mixte par exemplet: 
CE sporogenes : fermentation exclusivement (par exemple, 
elycoyse + fermentation batynique). 

1.3, ©, toxique pour Closrridiunt (formation de peroxydes 
qui ne sont pas détruits par absence d'enzymes de type cata 
lise ou peroxycdase), O, utilisé pour Les autres souches (lu pro- 
duction éventuelle d'H,0, ou de peroxydes étant neutralisée 
par dés catalasés où des peroxvdases]. 

2.1. Respiration miraie ou respiration anaérobte. 

22. L'ron nitrate du nitrate de K. 

2.3, Nitrate réductase (en fait celle de type AÏ. 

31. Auxotrophes car ils ont besoin d'un facteur de <rms- 
sance, 

3.2. H influence a besoin de X pour La synthèse des cyto- 
chromes (intervenant dans les chaînes respiratoires et de W 
pour La synthèse du NAD utilisé dans Les fermentations, le 
tube À + V est aéro-anaérobie, le tube V est fermentatié en 
ansérobiose, 

4, Ki pere influensae n'a besoin que de V. 


4. Métabolisme respiratoire de Rhodospirillum 
FLbr LE 


L.  Aéroanaérobie, accepteur d'électrons = substances 
organiques, accepteur de prions = CO, vie le NADP. 

Z Chimio-organotrophes, les substances organiques sont à 
la Fois source de carbone et source d'énergie. 

3  Photo-organotrophes, les substances crganiques sont 
source d'électrons et d'H, le CO, est la source de Cet l'accep- 
ur d'H* ipour la synthèse des sucres pur exemple). 

4 Chimiolithetrophes et photolithemrophes avec liner 
vention de substances minérales (voir chap, EL £ 1.1 il + à 
aussi Les paratrophes qui trémt leur énergie de l'hône cuits 
parasitent. 

5 C'eslun facteur de croissance : Les autres catégories son : 
- Îles vitamines (incorporées comme cofacteurs enzxvmati. 
qués} : 

- les amino-acides (pour la synthèse des protéines) : 

— les bases puriques où pyrimidiques (pour la synthèse ces 
nuckéotides et des acides nucléigues) (voir chap. I. & 1.33. 


5, Métabolisme respiratoire de Ps. aoruginosa 


1 Milieu VF en tube profond pour obmenmir un gradient 
d'O: lors de la régénération (ébullition du malieu perdant au 
mcnns une dizaine de minutes), lensemencement se fait par 
piqûre dans le milieu encore liquide mais refroidi à 40 °C 
suivi d'une solidification immédiate (composiuon pour 
L litre d'eau distillée : base viande-foie Hg, glucose Zu, 
agar 6 g), on aura uniquement une culture en surface (voir 
chap. I, $ 1.4.1. 


2 Respiration aérobie avec À, comme accepteur d'élec- 
tros, respiration anaérobe avec les nitrates comme accep- 
teur {voir chap. TV, 832.1). 

3 Culture dans tout le tube avec production de bulles de 
gar, la respiration nitrate a conduit à la production d'azote et 
de COL ; le milicu reste rouge car il n'y 4 pas d'acides pro 
duirs. 


6. Étude comparative des métabolismes de 
Fs. aeruginosa et Ps. maltophilia 

L  Milicux synthétiques car tous les ingrédients sont dés 
composés chimiquerment bien définis. 

À Mettre en évidence lés sources de carbone et d'énergie 
utilisables par les bactéries. 

A Pocergites est capable d'utiliser Le glucose ou le 
mannol comme seule source de carbone et d'énergie. 

4. La méthionine est un facteur de croissance, sa présence 
est requise pour La croissance et pour pouvoir utiliser le glu- 
cûsc ou l'inciôl comme source dé carbome et d'énergie. 

5. Type troghique évoir chap, DIE $ L}, Elles sont chimio- 
œganmronhes car elle tirent leur énergie de réactions chitns- 
ques d'onydé-néduction ét utilisent dés composés organiques 
glucose.) conne source d'électrons. 


7. Métabolisme des bactéries lactiques 


1. Cesonl des bactéries cui tirent leur énergie de la fermen- 
tation lactique. 

LIL Processus d'oxvdoéduction dié à des chaînes enzymati- 
que crioplasnique croir chape TF,8 324 n'emtrainant pas de 
flux de protons à travers une membrane ; la respiration, liée à 
ane chaîne éntymatique métibrunre, el productrice d'un 
potentiel élécurochiruque de membrane (dans ki respiration 
sérobie, l'eccepteur ral d'étéctron ést l'O, dants la respire 
tion anaérabie, cet accepeur est onantre produit : nitratc. sul- 
faite... 

+, Homefermentaire : fermentation produisant exclusive 
ménd dé l'acike lactique voir chap. TV, $ 4.1.1.2. 
Hétérofermentauc: fermentation produisant un mélange 
d'acide lactique avec d'autres produits (éthanol, COQ) (voir 
chap. IV, 3 4.1.1.3 


Sourée ché cérbene 


Lerctae 


CÜz 
C rinéral 


23, L'utilisation d'onmilieu liquide contenant une cloche de 
Durham permet de piéger le CCR. 

3 Soit une enceinte hermétique avec une bougie allumée 
(qui brûlera jusqu'à obtention d'une téneur en CO, impor: 
tante}, SOL une jarre avec un sachet permettant la production 
de CO, (méthode actuellement le plus utilisée). 


8. Métabolisme énergétique de 8. subtilis 


LB subrilis eat une bactérie aérobie stricte, 

Mälieu VF en tube profond pour obéir un gradient d'O, lors 
de La régénération (ébullition du milieu pendant au moins une 
dizaine de minutes), l'ensémenoement se Fait par piqüre dans 
le milieu encore liquide mais refroidi à 40°C suivi d'une 
solidification immédiate composition pour Î litre d'eau 
distillée: base viande-foie 308, glucose 2g, agar 6 £), 
B. subils donne uniguement une culture en surface 
(voir chap. IT, & 14.3). 

2. Voie Embden-Meverhoff + cycle de Krebs + chaîne res- 
prmoire avec À, comme accepteur final d'électrons Cvoir 
chap. LV, $ 4.1. 

3 C'est la respiration nitrate, l'absence d'O, permet la 
oise en route de ki NRA qui elle-même de récupé- 
cer les électrons sur le aitrate (voir chap. DV, 8 3.2.1). 


9. FPhotosynthèse chez les micro-organismes 

1. Voir fig. IV-3, 

2.1. Photolithotrophe : organisme qui puise son énergie dans 
le rayonnement lumineux et qui est capable de se développer 
dans un milieu uniquement minéral Phoo-orgañnotrophe : 
organisé qui posé sont énergie dans le rayonnement lumi- 
neux et qui nécessite un milieu uniquement organique pour se 
développer. 


10. Métabolisme des archéobactérlies 


Ï.  L'ATPest synthétisée par ne enzyme membranaire cûté 
interne, l'ATPase, et plus précisément pur sa sous-unité F, : 
ADP + Pi + ATP, phosphorsiation liée à la force « proton 
moincé » assurée par La sousainité F, intramembranaire. Le 
rsour des protons H* vers l'extérieur est assuré ici seulement 
par un complexe protéique. la iné, qui fonc- 
Gone sous l'influence de la lumière vor fig. TV-3d}. 

A 


Type trophique/carbone Type trophique énergie 
Photc-Hparaaroge Hé nrche 
Phexolthobrophes Anlobrepher 
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Le terme désinfection est générique, 11 désigne 
toute action à visée antmicrobenné, quel que soit 
le mveuu de résultat, utilisant un produit pouvant 
justiier in vitre des propriétés autorisant à le qua- 
hher de désimfectant ou d'antiseptique, soit une 
réduction de la flore de 99,998 5: (abaïssement de 
la flore de SE), Il devrait toujours être accompa- 
ené d'un qualificatut (désintechon du matériel, 
des sols, des locaux, des mans, des plaues, etc.) 

Les désinfectants sont des produits ou procédés 
utilisés pour la désinfection ov la décontamina- 
hon, dans des conditions défimés, dé supports 
inertes exclusivement (sols, matéricls...} Les 
produits ayant les propriétés antimicrobiennes et 
toxicologiques adéquates pour un usage sur des 
issus vivants sont appelés antiséptiques 

La désinfection d'une surface merte avec un 
désinfectant est donc une opération au résultat 
moméniané, permettant d'éliminer ou de tuer les 
muicro-orgamenes edou d'inactiver Îles virus indé- 
sirables portés par les milieux inertes contaminés 
en fonction des obyéctils fixés. Le résultat de cette 
opération est limité aux micro-organismes et/ou 
virus présents au moment de l'opération. En cas de 
contamination posténeure, 11 faudra recommencer 
la désinfection. 

La décontamination est une opération au résul- 
lat moméntané, pérméttant d'éliminer, dé tuët où 
d'inhiber les micro-organismes indésirables en 
fonction des objéctufs fixés. Le résultat de cette 
opération est limité aux micro-organismes pré- 
sentis au moment de l'opération. L'usagé du termé 
désinlécthon on synonyme dé décontamination est 
prohibé, 

La définition de la décontamination diffère de 
celle de la désinfection par deux pois impor- 
tants. D'une part, inhiber les micro-organismes 
signifie 1nuber leur croissance, démc la déconta- 
mination n'implique pas obligatoirement leur 
élimination; d'autré part, La désinfection ne 
s'applique qu'aux milieux inertes alors que la 
décontammnation peut s'apphiquer aussi à des ts- 
sus VIvants, 


1.1.3. Asepsie-antisepsie 


Un milieu est dit septique (du grec seprikos : 
putréfaction) lorsqu'il contient des micro-orga- 


ÎR 


nismes ; il est aséptique dans le cas contraire, Des 
condihons néoureuses d'asépsié Sont TEQUISES en 
muheu hospitalier dans Les services dits à haut ns- 
que (chirurgie, réanimation). Dans les salles 
d'opération, on cherche par tous les moyens pos- 
sibles à éviter fa contamination du champ opéra- 
toire (tenues spéciales du personnel, stérilisation 
des instruments, préparation du malade). Le per- 
lectionnement le plus spectaculaure dans ce 
domaine est sans doute la mise au point du flux 
laminaire qui assure, au mrveau d'un bloc opéra 
toire, un environnement ascptique (débarrasse de 
la quasi-totalité des bactéries). 

L’asepsie est l'ensemble des mesures propres à 
empécher fout apport exogène de micro-organis- 
nés. Les traitements de désinfection, dé déconta- 
mination et de stérilisation microbiennes sont des 
movens de la réaliser. 

L'antisepsie est uné opération au résultat 
nioméentané permettant, atumvean dés ELésus vivants 
et dans la limite de leur tolérance, d'éliminer ou de 
buër les micro-organismes etfou d'inactiver les 
virus en fonction des objectifs fixés. Le résultat dé 
cette opération est limité aux micro-organismes 
etfou aux virus présents au moment de l'opération. 
La définiion de lantisepaie difière de celle de la 
désinfection sur un seul point: l'antisepsie 
$ applique aux tissus vivants alors que la désin- 
fection s'applique aux milieux mertes. Dire qu'on 
désintecte une plaie ne correspond pas à la délini- 
tion de la désinfection. Les agents antiseptiques 
sont donc des substances chimiques capables de 
détruire les micro-organismes ou d'arréter leur 
action, Le résultat de cette opération est limité à 
ceux présents au moment de l'application. 

Les désinfectants et les antiseptiques, en rai- 
son de leur toxicité, ne peuvent être administrés à 
homme où aux animaux par voie générale. 





1.1.4. Antibiotiques 


La toxicité cellulaire des antiseptiques les 
réserve à un usage local. D'autres substances 
capables d'agir sur les micro-organismes, tout en 
étant dépourvues dé pouvoir loxique, ont été 
découvertes. Ces agents, qualifiés de chimiothé- 
rapeutiques. comprennent les sulfamides et Les 
antibiotiques. 


Les premiers sont des produits chimiques obte- 
nus par synthèse. On les appellé encore des anti- 
métabolites. En raison de leur analogie structu- 
rale avec un métabolite cellukure, 1lé agissent par 
infubition compétitive et entraînent l'arët du 
métabolisme cellulaire, Les seconds sont aussi des 
dérivés chimiques, mais ils sont élaborés par des 
MiCrO-CÉANIsnes vivants (champignons, bacté- 
ries). Deux autres propriétés tendent à mieux les 
définir : ils agissent à des concentrations de l'ordre 
du microgramme par milite vitre : ls intera- 
gissent d'une manière spécifique au niveau d'une 
structure d'une voie métabolique ou d'une 
enzyme, perturbant de ce fait la vitalité et inhibant 
la croissance microbienne. 

Ces substances ont une action plus où moins 
totale, On dit qu'elles sont bactériostatiques ou 
fongistatiques lorsqu'elles possèdent la proprièté 
d'inluber momentanément 4 muluplication des 
bactéries où des champignons dans des conditions 
d'emploi définies, Elles sont dites bactéricides ou 
fongicides où virucides lorsqu'elles détruisent 
totalement les bactéries, les champignons ou les 
virus dans dés conditions d'emplos définies. 


1.9. Action antimicrobienne 


Un micro-organisme seul (un individu au sein 
d'une population) né peul sé trouver que dans deux 
états : la vie ou la mort (incapacité de se reproduire}. 
On péut donc dure que là destruction d'un mere 
organisme est un phénomène de tout ou nen. En 
revanche, une population de micro-organismes 
misé au contact d'un agent antirucrobién com 
porte, au début uniquement, des micro-organismes 
vivants, puis un mélange de micro-organismes 
vivants (les survivants) et de micro-organismes 
tués. Leur destruction ne sera en aucun cas instan- 
lanée. 

La cinétique de la destruction bacténenne suit 
un certain nombre de Lois. Quel que soit le type de 
nucro-éanismeé (bactérie, spore, champignon, 
virus) et le mode de destruction (chaleur, 
radiations UV ét radiations lomisantes, agents 
désinfectants), celle-ci obéit aux mêmes règles, 
Ces lois seront étudiées dans le cas du traitement 
par La chaleur voir 4 2,13 


1.2.1. Facteurs influençant l'action 
antimicrobienne 


L'action antimicrobienne dépend : 
— du micro-orgamsme lui-même : 
de l'agent antinucroben : 
- de l'environnement où se situe l'action. 


1.2,1,7, MICrO-Orqanisme 

Une espèce bactérienne, par exemple, présente 
des sensibilités diverses vis-h-vis des agents anti- 
nucrobrens, [est utile, au cours des infections, de 
définir une liste de produits actifs sur l'espèce 
responsable ; ce sera l'antibiogramme dans le 
cas de l'étude des antibiotiques. 

Les Srremrocaccus B-hémolytiques sont ainsi des 
espèces régulièrement sensibles à de nombreux 
antibiotiques et qui le sont restées au cours des 
années, Des genres voisins, comme les Sraphvle- 
coccus, sensibles au début de l'utilisation des anti- 
Hotiques (péniciline, ont évolué vers la résis- 
tance, Ce phénomène est lié à la sélection de 
souches résistantes au cours des traitements théèra- 
peutiques, Les mycobactéries (bacille tuberculeux) 
ne sont sensibles qu'à quelques antibiotiques. 

L'état physiologique mflué sur a vitahté et sur 
la sensibilité, Les formes sporulées ont une résis- 
tance toute particulière aux agents physiques ou 
chimiques ; les virus exigent en général des con- 
ditions {concentration * temps) 10 fois plus fortes 
que pour les bactéries, les protozoaires 10 fois 
plus fortes. Dans une population bactérienne, il 
peut aussi exister des différences individuelles de 
sérisibihité. 
1.2,1.2, Agent antimicrobien 

Pour chaque agent, on peut définir un spectre 
d'activité, c'est-à-dire la liste des espèces vis-à- 
vis desquelles il exerce son pouvoir bactéricide ou 
bactérnostatique. Les désinfectants (ormol, ete.) 
ou les antiseptiques (alcool, etc.) ont un spectre 
très large ; ils sont polyvalents, Les antibiotiques ant 
un spéctré béaucoup plus étroit : la pémolhné G 
n'agit que sur Les bactéries à Gram positif (Srrepe 
focus, Méphvlorocous, etc.) 

Les facteurs qui vont influencer l'efficacité sont : 

— l'intensité pour les agents physiques : plus la 
lempératuré où plus la préssion séra élévée, plus 


forte sera l'action : 
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- d'autres procédés qui tendent à éliminer les 
microbes du milieu où ils se trouvent : ce sont par 
exemple la centrifugation, la filtration. 

— La classification la plus communément utili- 
séc distingue : 


2. Agents physiques 


0,1. Température 


Lorsqu'elle est utilisée comme procédé de con- 
servalion, l'acuon de la température sur les micro 
organismes peut avoir deux conséquences : 

— la « stabilisation +: blocage ou ralentissement 
du développement microbien sans élimination de 
ceux-ci (réfrigération, congélation, pasteurisation) ; 

— Va « destruction #: élimination des micro- 
organismes stérilisation, appertisation). 

Le résultat obtenu va dépendre, entre autres, de 
l'intensité de la température ét donc de ses effets 
sur la vie cellulaire du micro-organisme. La 
feure VI présente différents niveaux de tempé- 
raturé, les effets obtenus sur lés micro-oréamisnes 
et le nom des procédés utilisés. 


2.1.1. Action de la chaleur 


L'action de la température dépend de l'environ- 
nemént, de l'état physicochimique des cellules et 
de leur nombre. 

En solution aqueuse, la plupart des germes sous 
leur forme végétative sont rapidement tués à la 
température de 100°C, En revanche, dans un 
milieu déshydraté, ils sont beaucoup plus résis- 
tants. C'est le cas, par exemple, des préparations 
huileuses ou dés suspensions dans lesquelles Les 
lipides thermostables protèsent efficacement les 
micro-organismes, La stérilisation dite « à sec » 
des poudres solides, des objets, du matériel en 
verre où en métal exige une température voisine 
de 180 °C qui détruit en méme temps toutes les 
Matières Organiques. 

Les formes végétatives des bactéries sont en 
général macthvées par un chauffage de 50 à 60°C 


- les agents physiques : 
- les agents chimiques : 
- les agents chimitthérapeutiques. 


durant 30 nunutés. Les formés sporulées sont au 
contraire, ét par nature, extrémement thermorésis- 
tantes. Dans la plupart dés cas, seuls une tempéra- 
ture supérieure à 100 °C et un temps de contact de 
plusieurs dizaines de minutes assuréront leur dispa- 
ritRGe. 

Le troisième facteur est le nombre de cellules 
présentes dans le milieu à sténliser (voir $ 12,11. 
Il faut aussi tenir compte de l'apparition éven- 
tuelle de formes thermorésistantes : dans une 
population homogène, un chauffage proléngé tend 
ü les sélectionner. Plus le nombre de bactéries est 
élevé mmtalement, plus nombreuses sont les cel- 
lules thermorésistantes et plus grandes sont les 
difficultés de les faire disparaître. 


2.1.2. Inactivation thermique 


242,1. Facteur + temps » 


À une température constante donnée, suffisante 
pour exercer un effet destructeur, une population 
microbienne donnée évolue en fonction du temps 
de tratemem., La décroissance est exponentielle 
{courbe N = fi) fie. V2. 

On peut exprimer la vitesse de décroissance : 

did = — AN (signe — car N diminue). 

En intégrant cette relation entre N, et N ÜN,: 
nombre initial de microbes présents, N nombre de 
microbes survivant au témps fi}, on péut Écrire : 

N=Nye tt, 
SOL ALISSE : 
k.f 
2,300 
est le coetficient directeur de la droite log N = fr) 
ie. Fest < 2,300, & ést la constante dé des- 


Il 


lag N = lag N°- 
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Les principales règles d'hygiène out été Mu 
borées en fonction des données Mgurant sur 
ce schémn, Dépuis, de nouvenux 1ectes ré. 
élémentaires ont introduit quelques diffé- 
rences liées à l'évolution des téchnotogies. 


Figure V.1 - Action de la température sur les micro-organismes. 


truction, elle dépend du microbe, de l'agent et des D =2,303/k 
conditions d'applications. 

On définit D, la durée de réduction décimale, 
comme le temps nécessaire pour réduire le nom- 
bre de microbes d'un facteur 10. Donc, lorsque # 
= D, on a N = N,/I0 et, donc : 

log N, - log 10 = log N, — (4/2,303).D, log (NIN) = ft) fig. V4). La détermination gra- 
soit : phique de D peut être réalisée sur cette courbe, 


1)| 


On peut donc écrire : 


et log (N/N,) = représenté par la courbe 





Figure W.2- Cinétique de l'inactivation. 
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Figure V,3- Action d'un agent antimicrobien en fonc- 
tion de temps. 
La moralité est an phénomène de nature logarithmique. 


La contamination imitiale est divisée par 10 cha- 
que lois que l'opération de destruction en cours est 
prolongée d'un temps D (tab. V1, 

Le nombre imtal de microbes est très important 
(fée, V5); en effet, pour détruire complètement 
un nombre initial N, = 10, on à besoin d'un temps 
de destruction 1 = n.D. 

Par exemple, considérons un nombre de 
10 bactéries contaminant un milieu donné. 
Admettons que toutes se trouvent dans lé mème 
état physiologique au moment oû elles entrent au 
contact de l'agent antimicrobien, Si, au bout de 





Li l 
Figure V4 - Détermination graphique du temps de 
réduction décimale. 


Tableau V1 - Valeurs de D et k pour E. stearotherma- 
phius à différentes températures. 


15 min 


1.5 min 


D sec 


U,9 sec 





1 minute, 90 % de la population est détruite (soit 
D= | minute), il subsiste 10° germes. Au bout de 
2 minutes, 90 % de la population restante dont être 
également détruite : il reste 10° germes. Au bout 
de 3,4, puis 5 minutes, il subsiste respectivement 
1, puis 10, puis 10 bactéries. Au bout de 
6 minutes, la contamination sera de | bactérie et, 
au bout de 7? minutes, de Ü,1 bactérie, Cela signifie 
qu'à la 7° minute, il y a | chance sur 10 pour que 
l'objet soit encore contaminé, À la 8 minute, il y 
en aurait encore | chance sur 100, et ainsi de suite. 
On m'est jamais sûr d'avoir détruit le dernier 
micro-organisme vivant, mais la probabilité de 
l'avoir détruit est de plus en plus grande lorsqu'on 
augmente la durée du traitement, 
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Figure W.6- Relation température/durée de sténlisa- 
tion. 


Lorsqu'il y a formation d'amas de spores (con- 
séquence d'un néttoyagé insuffisant ou d'un état 
de surface avec des aspérités) où une répartition 
non uniforme où encore une résistance varlable 
(présence de cellules jeunes végétatives plus sen- 
sibles que les cellules anciennes), la loi de destruc- 
tion peut ne plus être linéaire (voir ke calcul du 
barème dans l'industrie au $ 2.1.3.6). 


£.1.2.3. Autres facteurs 

* Le type de micro-organisme influence la 
valeur de la durée de réduction décimale. Par exem- 
ple, pour 8 stearethermoplhilus, D, ,= 3 minutes, 
pour Ci sporogenes, D,,, = Tminute, pour 
CL botdinum, D,:,, =0.21 minuté, pour les ger- 
mes non sporulés, D, , = 3.10 S minutes. 

Remarque : la température de 121,1 °C (tempé- 
rature standard de stérilisation) vient en fait de la 
conversion des degrés Fahrenhet (250°F 
= 121,1 °C). 

* Lé milieu : il n'y a pas de règle générale ici, 
mais plus il est optimal pour le microbe cultivé, 
nuëux li souche résisté au trutément thérmmique. 
On a cependant montré que lu présence d'antisep- 
tiques dans Le milieu diminue la résistance thermi- 
que. Une concentration en sucre élevée, la présence 
d'extraits de levure, une concentration en sels aug- 
mentent la résistance. En ce qui conceme le pH, la 
résistance au traitement thermique est en générale 
opumale à pH 7, elle diminue très fortement à pH 
acide, moins à pH alcalin. En voici deux exemples : 


pour &. marre traité à ON -C, pH 7, ct 1o7 spores mL 
Va durée macro de traitement permettant La survie est de: 
Lüminutes en présence de glucose à 5.10%, de 16 minutes 
avec SMS, de 18 minutes avec 0,01 & et de 20 minutes 
avec O,E% ; 

— pour Cl sporegenes (uraité à LES C2 TO spores-mL-'}, 
la durée maximum de traitement permettant la survie est de 
minutes à pH 5, de 15 minutes à PH 6, de 35 minutes à pH 7 
ct de 15 mioutes à pH 8,7. 

« L'äge de la culture traitée : en général, Les 
formes végétatives sont moins résistantes quand 
elles sé trouvent en phase exponentielle de crors- 
sance, Mais, là aussi, il existe une grande variabi- 
lité dans les résultats omenus. 


2.1.3. Procédés 


Les procédés pratiques dé traitements thermiques 
utilisent la chaleur humide ou la chaleur sèche. 


2.1.4. 1. 


C'est le confiseur Nicolas Appert qu, en L'78S, 
a mis au point un procédé de conservation des 
légumes enfermés hermétiquement dans des bou- 
telles ét plomgés dans de l'eau boullante. Pasteur, 
en 1801, montra que ce procédé détruisait les 
mucrobes contenus dans l'aliment. Cette techni- 
que, désormais connue sous le terme consacré 
d'« appertisation », utilise lé principe dé sténhsa- 
don par la chaleur humide, méthode très utilisée 
car fiable, efficace et simple d'emploi. 

L'autoclave est une enceinte métallique hérmé- 
tiquement close dans laquelle on chauffe de l'eau 
SOUS pression pour faire agir de la vapeur d'eau 
saturée. La stérilisation atteindra son but (par déna- 
buration des protéines) lorsqu'une température de 
120 °C sera maintenue durant 15 à 20 minutes, à 
condition que l'atmosphère de l'autoclave soit satu- 
ranté et débharrassée d'air. [est donc très important 
de purger l'air qu'il contient. 

Après l'autoclavage, il faut contrôler la sténlr- 
sation des produits biologiques et des milieux de 
culture. I faut en particulier être très vigilant sur le 
conditionnement des poxluits (dé grands volumes 
sont plus longs à stériliser que dé petits) ét sur là 
charge de l'autoclave. 


Chaleur humide : slanhisaton 


21.32 Trnodalisation 
Certains milicux liquides ou certaines substan- 
ces ne peuvent supporter un tel traitement sans ris- 


Î 


que d'aliération. On procède alors à une tyndalli- 
sation. Cette opération, décrite par Tyndall, 
consiste à chauffer le milieu à 60 ou 70 °C durant 
30 minutes où L'heure, à fois de suite à 24 heures 
d'intervalle, À cette température, toutes les for- 
mes végétatives Sont détruites. Les spores thermo- 
résistantes, dont la dormance est en général levée 
par le choc thermique, peuvent germer entre cha- 
que intervalle de temps et se transformer en for- 
mes végétatives qui sont ensuite éliminées par les 
traitements successifs, 





2.1.5.3. 

C'est à Pasteur que l'én dot le principe dé cette 
méthode de conservation qu porte aujourd'hui 
son nom. 1! découvrit (entre 1866 et 1876) qu'un 
chaultfare modéré, ne dépassant pas 60 °C, était 
capable d'éviter certaines altérations du vin et de 
la ère en inimbant le développement des micro- 
bes qui les provoquent. Vers ISO, les Allemands 
puis les Danois appliquèérent cette méthode au 
lait. 

Un peu plus tard, on s'aperçut que la pasteur- 
sation pouvait permettre également la destruction 
des germes pathogènes fréquemment présents 
dans le lait où ses dérivés. Le but de la pasteuri- 
sation est donc de détruire, par l'emploi convensa- 
ble de la chaleur, la quasi-totalité de la flore 
banale, la totalité de la flore pathogène st elle 
existe (notamment le bacille tuberculeux} tout en 
laissant intacts les équilibres chimiques ainsi que 
Les éléments biochimiques {vitamines notam- 
ment) du produit traité, 

En France, le principe de la pasteurisation obli- 
gatoire des Luts de grand mélange à été imstitué 
par La loi du 2 juillet 1935. 

La pasteurisation né peut étre considérée comme 
une méthode de stérilisation, On l'apphique à cer- 
tuins produits naturels dont on veut assurer 
momentanément li conservation sans en altérer 
les caractères organoleptiques (couleur, odeur, 
saveur) : le lait, la bière, Le vin, les jus dé fruits, On 
en distingue plusicurs 1ypes : 

= la pasteurisation haute température : Le laut. 
par exemple, est porté à 90 °C durant M} secondes 
par passage entre des plaques chauffantes, sous 
une faible épaisseur, puis brusquement refroidi à 
+ 10°C; 


| 


Pasteurrsation 


- la pasteurisation basse température : le lait 
est soumis à une température de 60 à 70 °C pen- 
dant un temps plus long (quelques minutes) : 

- la pasteurisation UHT (ultra-haute tempéra- 
ture) est un procédé récent surtout appliqué au lait 
et à certains jus de fruit pour obtenir une longue 
conservation, On applique une température de 
141 °C pendant quelques secondes puis on refroi- 
dit brutalement. Qn obhent ainsi une stérilité pres- 
qué parfaite, seules quelques spores de bacténés 
thermophiles pouvant rester viables (mais les 
conditions de conservation à température ordi- 
maire ne permettront pas leur germination) ; 

— l'ébullition peut être considérée comme une 
forme très courante de pasteurisation haute per- 
méttant dé détruire le maximum dé gérmés ; on 
l'utilise quotidiennement au cours de la cuisson 
des aliments. 

Tous ces procédés permettent l'inactivation des 
micro-organismes péthogènes, méme les plus 
résistants comme M. tuberculosés (sa destruction 
nécessité un chauffage modéré à 63 °C péndant 
6 minutes ou à 72 °C pendant 68 secondes), mais 
ils ne sténilisent pas les milieux et ne détruisent pas, 
en particulier, les spores, Le lait pasteurisé dont 
répondre aux normes bactériologiques fixées par la 
législation (moins de 30 0} germes, LT de lat 
conditionné en récipients étanches et moins de 
10) ON) pour le lait pasteurisé vendu en vrac). 

* Application à l'industrie laitière, La pasteu- 
risation de la crème n'a été imposée que récem- 
ment de crainte de perdre les qualités organolep- 
tiques spécifiques des beurres fabriqués dans Les 
régions dites « de cru » (Charente, Normandie}. 
Actuellement, la quau-totalté du beurre français 
est fabriquée à partir de crème pasteurisée afin 
d'éliminer les germes dé pollution qui ss trouvent 
et qui pourraient provoquer ultérieurement des 
altérations du beurre. 

Dans le traitement du lait, un chauffage modéré 
lisse subsister une bonne partie de la More lactr- 
que afin d'empêcher le développement des ger- 
mes indésirables. Dans le tratement de la crème, 
on cherche au contraire à se débarrasser de tous les 
rermés dont le développement au cours de la 
maturation provoquerait la dégradation des cons- 
ütuants de la crème et entraverait l'action des Fer- 


ments lactiques purs, rajoutés après la pasteurisa- 
ton. Un autre objectif de la pasteurisation est 
d'inactiver lés énzvmes résponsables de certaines 
dégradations lors du stockage du beurre. 

La pasteurisation du lait de fromagerie répond à 
plusieurs objéchts d'ordre hygiénique et d'ordre 
technique : 

— assurer la qualité sanitaire du fromage ; 

— en stoppant l'acidification par destruction de 
la Flore lachique, permettre l'utilisation des Faits 
dont la qualité bactériologique médiocre entrave- 
rait sérieusement la fabrication du fromage s'ils 
étaient utilisés crus. 

Le lait est ainsi débarrasse de sa flore initiale à 
l'exception des sporulés. Il sera réensemencé avec 
des souches pures et sélectionnées qui permettent 
au fromager de travauller dans d'excellentes con- 
ditions de régularité. 


2.1.3.4. Chaleur sèche 


Pour certains matériels ou objets (verrerie, 
matériel chirurgical} qu'il n'est pas souhartable ou 
possible de mettre au contact de la chaleur 
humide, on utilisé la chaleur sèche, Elle est four- 
mie par des lours électriques où à gaz (fours Pas- 
teur, Poupinel) à circulation d'air pour avoir une 
réparition homogène de la chaleur dans toute 
l'enceinte. La stérilisation (par dénaturation des 
protéines) sera effective en mamténant uné tem- 
pérature de 180 °C durant 30 minutes, de 170 °C 
pendant ! heure où de 160 °C durant 2 heures. 

Au cours dés manipulations de bactérologié qui 
ont pour objet d'isoler puis d'identifier les bacté- 
nés contenues dans un échantillon, toutes les opé- 
rations sont faites stérilement, Le matériel utilisé 
(ses, pipottes Pasteur) ést stérilisé par flambage à 
la flamme d'un bec de gaz. L'efficacité de ce pro- 
cédé est faible car les spores bactériennes néces- 
sitent une exposition à Ta chaleur sèche de 
1 seconde à 400 °C pour être détruites, condition 
souvent impossible à obtenir ici. 

L'incinération peut être utilisée pour les objets 
combustibles à usage unique. 

21.25. Controle de stérilité 

Pour contrôler l'efficacité de la stérilisation 
(autoclave, four Pasteur, etc}, on met à profit les 
propriétés de thérmorésistance des spores hacté- 


riennes : spores de 8. searothermophilus pour les 
contrôles en chaleur humide, de 8. subtilis pour 
ceux en atmosphère sèche et les gaz, de & prnilrus 
pour les rayonnements 1omisants. La méthode con- 
siste à introduire dans le stérilisateur une certaine 
quantité de $spores bactériennes sous formé de 
bandelettes de papiers imprégnées d'une suspen- 
sion de spores où d'ampoules qui contiennent à là 
lois Les spores ét lé milieu de culture nécessaire à 
leur éventuel développement, puis de les soumet- 
tre au cycle de stérilisation. On teste la survie des 
spores par subculture : en l'absence de subculture 
(une première lecture est faite au bout de 34 à 
48 heures, une seconde 3 Jours après), la sténilisa- 
on est considérée comme réussie. 

On peut aussi utiliser des bandelettes adhésives 
où des tubes contenant des produits chimiques 
liquides changeant de couleur après stérilisation. 


e.,.l16, arômes de stanisation 
ei de Dasfeursatron 


Les contaminants des objets sont de nature très 
divers, chacun est défini par ses valeurs de D 
(réduction décimale} et de z (facteur de thermoré- 
sistancé). 

Pour être sûr d'obtenir un degré suffisant de des- 
truchion, 1 SUÊTE d'imposer des conditions assu- 
rant la destruction des micro-organismes dont les 
spores sont les plus résistantes (valeurs dé Det de 
z maximales). Pour l'acuon de la vapeur d'eau, 
c'est B stearothermonhilus, V est caractérisé par 
uné valeur dé D'ä 20 °C vensme dé 1,5 minuté el 
une valeur de z voisine de 9,5 °C. 

Dans un souci de simplification, comme 9,5 $C 
est très voisin de 1 °C, on a choisi comme réfé- 
rence un MiCro-orgamisme imaginaire un peu plus 
résistant au-delà de 120 °C que # stearotherma- 
philus. Les spores de ce micro-organisme seraient 
tuées 10 fois plus vite en augmentant la tempéra- 
ture de 10 *C (au fieu de 9,5 °C}. 

Untrantement sténhsænt par la vapeur d'eau sera au 
moins 10 fois moins efficace à 110 °C qu'à 120 °C, 
LC fois moins efficace à 100 °C qu'à 120 °C, mais 
10 fois plus efficace à 130 °C qu'à 120 *C, ete. 





21.461. Détermination de le durée de stérilisation 
L'objectif recherché est une réduction des micro- 
organismes de telle façon que l'on obtienne un ris- 
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que de survie de 10 au maximum (pour des pro- 
duits pharmaceutiques). 

I faut donc savoir quelle est la contamination 
initiale du milieu que l'on veut sériliser. Dans la 
pratique, on supposera qu'elle pourrait être de 
106 spores par objet nettoyé de manière efficace 
(faute de la connaître précisément). 

Pour faire passer la population de 106 à 10 
(donc la diviser par 1 O2), il faut maintenir la tem- 
pérature de stérilisation de 120 °C pendant 12 fois 
1,5 minute, soit 18 minutes. 

I 'convient cependant de prendre en compte une 
marge de sécurité en supposant que l'autoclave 
(supposé avoir ici une contenance de 100 litres) 
est entièrement rempli de spores, soit 100 spores 
par litre. 

Pour faire passer la charge microbienne totale 
du stérilisateur de 1017 à 10f, il faudrait donc la 
diviser par 10TË, c'est-à-dire maintenir ta tempé- 
rature de stérilisation de 120 °C pendant 18 fois 
1.5 minute, soit 27 minutes. 

De plus, dans les stérilisateurs modernes main- 
tenus en bon état de fonchonnement, la tempéra- 
ture dans la charge n'est jamais inférieure de plus 
de 3 °C à celle indiquée par le régulateur. En pre- 
nant ke cas be plus défavorable, c'est-à-dire un 
point froid de 117 °C, et comme l'efficacité à 
117 "Cest lameotié de l'efficacité ä 120 °C, il faut 
compter ? fois plus de temps pour avoir le même 
eflet stérilisant, 

On obtient donc un temps de stérilisation de 
2 fois 27 minutes, soit 54 minutes, que l'on peut 
arrondir à 60 minutes à la température de 120 °C. 
Le mème raisonnement s'applique aux autres 
modes de traitement. 

Nous avons également vu ($ 2,1.2.2.jqu'ilexis- 
tait une relation linéaire entre le logarithme de la 
durée du trastement ét la température, Nous avons 
défini F, « valeur stérilisatrice » (« pasteurisatnice ») 
et & « l'acteur dé thermorésistance +». Ces deux 
paramètres sont reliés mathématiquement : 

FE = 7.100 - 8%": 

TF étant la température « standard + de traite- 
ment ; 121,1 °C en stérilisation, 60 °C en pasteu- 
rsation, 

Cette relation permet de calculer la durée de trai- 
tement à appliquer pour une température diffé. 
rente de la térmpératuré standard et pour avoir la 


D 


mème efficacité, le même résultat (méme F). Elle 
permet également de savoir quelle sera la valeur 
stérilisatrice (pasteurisatrice) obtenue si l'on 
modifie la durée de traitement en utilisant 4 même 
température, 


tube, Ces 0e ia pasteurisation 


Pour ne pas trop altérer leurs propriétés nutriti- 
ves et organoleptiques, les produits alimentaires 
(lait, plats cuisinés) sont portés, au cours de leur 
préparation, à des températures de pasteurisation 
inférieures aux températures de stérilisation, Sous 
réserve que les produits ne soient pas recontami- 
nés et que leur conservation se fasse à + 3 °C leur 
durée de vie sera fonction de la valeur pasteuri- 
satrice appliquée. Par l'application d'une valeur 
pasteurisatrice au moins égale à 100, la durée de 
vie du produit est de 21 jours. 

Les notions précédentes relatives à la valeur 
stérilisatrice sont en partie applicables à la valeur 
pasteurisatrice. On définit ainsi le temps de 
réduction décimale D et le facteur de thermoré- 
sistance z. Le germe de référence retenu est un 
entérocoque {$tr, faecalis). 


2.1.4. Action du froid 


Le recours au froid s'effectue soit en restant à tem 
pérature positive, c'est la réfrigération (tempéra- 
ture légale : + 4 °C), soit en passant dans la zone 
négative, c'est la congélation (température légale : 
— 10°C). En réfngération, l'eau de constitution reste 
liquide (L'Aw de la denrée, qui reste importante, per- 
met éventuellement le développement des germes 
psychrophiles), alors qu'en congélation, une grande 
partie devient solide (l Aw devient faible}. 

Les trois règles à respecter dans l'application du 
froid ont té précisées dès 1934 par Alexandre 
Monvoisin et sont connues aujourd'hui sous la 
dénomination « trépied frigorifique de Monvoisin ». 
Ce sont les suivantes : 

- réfrigération appliquée à un aliment sain : 

- fngératon précoce : 

— réfrigération continue (notion de chaîne du 
froid avec ses « maillons +). 

Pratiquémeént, seuls les germes superficiels peu- 
vent évoluer. Leur multiplication est d'autant plus 
lente que la température est basse. 


La multiplication des germes susceptibles de 
provoquer des intoxications s'exerce surtout au 
voisinage de 37 °C, Les températures d'inhibition 
des germes pathogènes sont en général supérieu- 
res à 3 °C (Staphylocoque toxinogène : 10€, 
Ci botulinum A BB : 10°C; Salmonélles : 5 °C, 
CT. botulinen E : 3,3 °C). 

La congélation agit de plusieurs manières sur la 
flore microbienne des germes : 

— réduction de la vitesse de multiplication : 

— transformation de l'eau en glace, diminuant la 
quantué d'eau disponible : 

- altérations de la structure (perforation, déna- 
turation des protéines) ou du métabolisme des ger- 
mes provoquées par le changement d'état de l'eau 
en glace. 

La congélation n'a pas un réel effet bactéricide ; 
elle réduit certés la population microbiénne mitiale 
mais dans une faible proportion, Pour les micro- 
organismes les plus sensibles (à Gram négatif}, la 
population est réduite d'une puissance de 10 par la 
congélation (soit une destruction dé 90 et d'une 
autre puissance de F0 au cours d'un stockage pro- 
longé en congélation. Si la population microbienne 
est importante au moment de la congélation, elle le 
sera donc encore après stockage et décongélation. 
La surgélation est une congélation dont la tempé- 
rature légale est de — 18 °C, 


2.9, Radiations 


Le rayonnement solaire ou, plus précisément, 
les radiations ultraviolettes sont de précieux 
agents nalurels de stérilisation : l'absence de 
micro-organismes à la surface des eaux est due 
précisément à irradiation solaure. Les principaux 
types de radiations sont électromagnétiques. élec- 
troniques ét soniques. 


2.2.1. Radiations électromagnétiques 


Elles sont caractérisées avant tout par leur lon- 
gueur d'onde. Leur action sur és micro-organis- 
mes revêt un double intérêt : d'une part, parce 
qu'elles sont stérilisatrices, leur utilisation permet 
la conservation des aliments par exemple, et, 
d'autre part, la connaissance de leur mode 
d'action sur les bactéries peut étre transposée à 


celui qu'on observe sur les cellules humaines. 
Nous vivons à une époque où les recherches spa- 
tiales obligent l'homme à entrer en contact avec de 
nombreux types de ravonnements et il est utile 
d'en connaître les effets pour éventuellement les 
Prévenir, 

La quantité d'énergie cédée par un rayonnement 
à un organisme vivant est d'autant plus élevée que 
la longueur d'onde est plus petite. Les premiers 
rayonnements connus par leur activité sont lés 
ultraviolets (À = 400 nm). Ce sont aussi les 
moins efficaces puisque leur longueur d'onde est 
grande. Viennent ensuite les rayons X et les 
rayons gamma {À < 10 nm) qui libèrent une éner- 
gié plus importante ét qui pénètrent aussi plus pro- 
fondément dans la matière, Les rayonnements 
agissent essentiellement au niveau de l'ADN soit 
par modihication des bases pyrimidiques (dimén- 
sahon TT par éxemplé}, introduisant ainsi dés 
mutations souvent létales, soit par formation de 
radicaux libres provoquant des cassures et des 
modifications chimiques de l'ADN, 

* Rayons UV. Ils sont le plus utilisés malgré 
leur fuble rendement. La région Ja plus active dé 
leur spectre d'émission est située entre 260 et 
274 nm. C'est dans cette zone qu'émettent les 
lampes gernmnéides destinées à la stérilisation des 
salles chirurgicales, de certaines enceintes de 
laboratoire, ou encoré à la décontänunmation des 
surfaces de travail (tables, paillasse, etc, des 
objets, Ona voulu également les employer pour la 
stérilisation des eaux. D'une façon générale, les 
résultats acquis montrent que les rayonnements UV 
n'ont qu'une efficacité limitée : dans l'eau limpide, 
ils agissent sur une épaisseur de quelques millimè- 
tres seulement. Leur pénétration est arrêtée par la 
moindre particule de matière en suspension. 

- Autres radiations Les 
€X et y) sont sans doute beaucoup plus efficientes 
parce que douées d'un pouvoir de pénétration plus 
intense, C'est la raison pour laquelle on a voulu les 
considérer comme un moyen tdéal de stérilisation 
« à Froid + des conserves alimentaires. Des diffi- 
cultés majeures subsistent pourtant : les installa- 
hems qui permettent leur production sont 
coûteuses ; l'irradiation ne peut pas être dirigée 
que sur le seul obyet à sténliser : ét, surtout, ce sont 
des radiations ionisantes qui ont un effet direct 


ll 


autres radiations 


non seulement sur les micro-organismes, mais 
aussi sur les substances environnantes qu'elles 
peuvent endommager où détruire, 

Industrielléement, où distingue : 

la radappertisation : application dé doses de radiations 
suitisantes pour réduire Le nombre où l'activité des micro 
organismes vivants, de façon à ce qu'its né sment plus dére- 
lables par aucune méthode microbiologique (doses d'irradia- 
on comprises entre Jet 0 KG [kilo Gras lt: 

- la radicidation :application de doses de radiations toni 
sanies sufisantes pour que be nombre de micro-organismes 
pathogènes non sporulés sur réduit dé Façon à ce qu'aucun 
d'entre eux ne puisse étre détecté par one méthode microbio 
logique standard (doses égales ou inténeures à LÜkGri : 

laradurisation : application de doses de radiations roni- 
sanies n altérant pas le produit et rédnsant sensiblement sa 
charge microbiennes en vus d'augmenter sa durée de vie com- 
mércialé, 

Le trntémént dénisant peus s'apphoquter à dés aliments 
emballés, C'est une autre façon de stabiliser les aliments, 

= Alrcro-ondés [ TEE micro cles &ciil également une 
forme de radiations éléctromegnétiqués (dé longueur d'émdé 
se situant entre | rmet Vo. de Lcm soit une fréquence de 
2,45 GHz pour bes fours domesuquest, Les fours à micro 
ondes ne peuvent chauffer que des produits qui ahsorbene les 
ondes (comme l'eau oui des graissesi, Ts risquent d'être 
détruits sion y place des métaux. Les micro-ondes né peuvent 
étre utilisées om pour sténliser du matérel qui reste fred} ni 
des hautes Puisque. dans cé CS. On té FEI dépasser La tem 
pérature de LOC éon n'obtient donc qu'onc pasicunisatien), 


2.2.2. Radiations électroniques 


Une énussion continue d'électrons lancés à 
grande vitesse a un pouvoir de stérilisation iden- 
tique à celui des rayons, Les électrons peuvent être 
dirigés à volonté sur le point que l'on désire attein- 
dre, mais leur pouvoir de pénétration est nettement 
plus fuble que celui des rayons Leur principal 
défaut est surtout l'aliération des substances orga- 
ques SOUTHSES à leur action. 


2.2.3. Radiations soniques 
ous des ciléerons pour mémoire car, jusqu'à présent, elkes 
n'ont pas fait l'objet d'applications pratiques. Les ultrasons 


ant be pouvoir de tuer se micro-organismes en suspenston 
dans un liquide en hibérant leur conteno endotellulaire. 


2.3. Pression 


Les fortes pressions (ultrapressions) sont capa- 
bles de détruire les nucro-organismes. Elles sont 


Al 


couramment uthséesen recherche pour faire écla- 
ter les cellules bactériennes, I y a un siècle, Bert et 
Regnard montraient que le traitement à 4 000 bars 
des viandes, des fruits et du lait permettait de 
réduire sensiblement leur teneur en micro-orga- 
nismes. 

L'énorme dépense d'énergie nécessiiée en limite l'usage 
industriel. Cependant, leur gtlhisatson comme procédé de con- 
sérvatlon dés aliments commence à prendre une grande 
inporance, C'est seulement depuis 1986 que des produits 
« Haute pression se (eh preneret commencent à Être is sur 
le marché (confitures, pus de fonts, déssents lactést Les hau- 
Les préssions agissent sur Les réactions chimiques de façon 
douce, elles provoquent là dénaturation dés protéines, lé pus- 
sage à l'étar solide des hpides et la gélification, mais elles ne 
dégradent pas les putes molécules Citamines, armes, À 
parüur de $ UNI bars, les formes végétatives sont détruites, 
seules les spores résistent jusqu'à 10 COX) bars, Ces dernières 
années, au Japon en particulier, de nombreuses techniques de 
pascalisation, associant souvent l'action de la température à 
celle des hautes pressions, se sont multipliées : confitures et 


jus de fruits pasteurieés à basse température puis traités de [0 


à 40 minutes souxs 3 30) à 6 000 bars, conservation d'ali- 
ments à des températures mépatives sans formation de glace 
grèce à uo traitement haute pression (l'eau restant liquide à 
MC sous 2 OK) bars), 

Pour la conservation de certains aliments comme 
les confitures ou les salaisons, on a recours à la 
pression osmotique, procédé ancestral. L'eftet 
antimicrobien est obtenu par l'augmentation de la 
pression osmotique par adciton de sucre ou de sel, 
les espèces capables de se développer aux concen- 
rations choisies (osmophiles pour les fortes 
teneurs en sucre où halophiles dans lé as du sel) 
sont en effet très peu nombreuses, Le séchage des 
aliments ést aussi un procédé de conservation 
fondé sur l'augmentation de la pression osmotique 
maus aussi sur la dinunution de lAw (les espèces 
xérophiles sont relativement peu nombreuses et 
souvent non pathogènes). 


2.4. Elimination mécanique 

Ceux procédés mécaniques permettent d'élimi- 
ner les micro-organismes d'un milieu ligue où us 
sont en suspension : la filtration et la centrifugation. 
2.4.1. Filtration 


C'est le procédé de choix qui offre aujourd'hui 
d'excellentes garanties quant à la rétention abso- 


lue des micro-organismes pour stériliser les solu- 
uons renfermant des substances thérmolabiles, 
telles les protéines qui ne supportent pas des tem- 
pératures inférieures à 10°C (sérum, liquide 
d'ascite, etc.). La filtration stérilisante est égale- 
ment appelée « stérilisation à froid ». Îl faut choi- 
sir le milieu filtrant le mieux adapté pour assurer 
un bon rapport efficacité/coût du traitement, Des 
matériaux filtrants divers ont té préparés dans ce 
but. Le plus ancien est le filtre Chamberland ou la 
bougie filtrante qui uulise les propriétés de la 
porcelaine non vernissée. Actuellement, on a 
recours soit aux filtres de verre fritté, constitués 
d'un mélange de deux poudres de verre aux points 
de fusion et à la granulométnié différents, soit aux 
filtres de diatomées (filtres Berkefeld), soit enfin 
aux membranes filtrantes d'acétate de cellulose 
appelées encore filtres moléculaires, de porosité 
graduée (les filtres en fibres d'amiante sont 
actuellement interdits}. Les membranes filtrantes 
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Les agents antibactériens chimiques ne peuvent 
pas tous servir de désinfectants où d'antisépti- 
ques. Certains, comme les cyanures, sont de 
redoutables poisons dont la toxicité élevée interdit 
l'emploi. 

Le choix dé cés agents dépendra de l'usage que 
l'on veut en faire. Il n'existe pas en effet d'agent 
béal capable d'agir aussi efficacement dans tous 
les cas, Certains sont très actifs mais toxiques 
pour les tissus, donc utilisables pour les seuls 
objets inammés. D'autres ont un pouvour de péné- 
ration élevé ; is sont solubles mais instables, 
D'autres encore sont rapidement imactivés au 
contact des matières organiques. D'autres, enfin, 
peuvent être corrosifs où teinter les corps avec 
lesquels ils entrent en contact, engendrer une 
odeur où un aspect désagréables fraf. V4. Le 
désinfectant où l'antiseptique idéal devrait donc 
posséder tout un ensemble de qualités difficiles à 
réunir la plus importante serait un spectre anti- 
bactérien étendu (Gram positif, Gram négatif, 
mycobactéries), de nature bactéricide, associée à 


ont d'autres applications que celles de la stérilisa- 
tion. Elles permettent en effet de retenir les micro- 
organismes contenus dans un liquide et, en même 
temps, de les isoler. Quand on dépose une telle 
membrane sur un milieu convenable, les bactéries 
se développent, forment des colonies que l'on peut 
ensuite étudier et identifier. 


2.4.2. Centrifugation 


La centrifugation est également capable de séparer les par- 
ticules en suspension dans un milieu Hquide, Les bactéries 
peuvent être éliminée grace à des appareils dé pe courant 
pérnétiant une accélération de l'ordre de 3 OO g. TI] s'agit 
d'un procédé inutilisable en tant que moyen général de stéri- 
lisation. I s'applique habituciiemént à de fublés quantités dé 
liquide etre permet pas une élimination totale des micro-orga- 
nistnés, Pourtant, une importante application en est faite uns 
centaines iodustres litières pour le traitement du lait avant si 
pasteursation, C'est be procédé dit de bactofugation. qui con 
Siste à centnfuger le lait pour en éliminer la plus grande partie 
des micro-organtemes, LE pere à la pastéurisation, qui enter- 
vint chatte, d'agir avec le maximum d'efficacrté. 


3. Agents chimiques 


une action fongicide, sporicide et virucide. En 
faut, al n'existe pas encore. 

Le tableau V3 donne le spectre d'activité des 
principaux antiseptiques et désinfectants. 

L'arrété du 25 septembre 14ÉS rlatit aux produits destinés 
au neftovage des matériels pouvant se trouver au Contict des 
denrées alimentures précise la liste des molécules suscepi- 
bles d'êvre uulisées, de mème que les molécules entrant dans 
la catégone des agents de surface cafioniques. 


3,1. Mode d'action 


L'actrvué dés agents chimiques vis-ä-vis dés 
micro-organismes peut s'exercer selon des moda- 
hrés éxtrémement diverses, L'action est brutale et 
non spécifique (à la différence des antibiotiques}. 
Cependant, 1l est possible de généraliser et d'éta- 
blirun certain nombre de schémas qui rassemblent 
à peu prés tous les mécanismes actuellement 
connus, 

La fixation est un phénomène de nature chimi- 
que ou électrique qui a lieu entre la paroi bacté- 


fo] 


Tableau V.3- Spectre d'activité antimicrobienne des antisepliques et désinféctants. 





Alcool à 70° ++ ++ [i + | + + 
Aldéhydes ++ +++ ++ + | +++ ++ 
AMINONIUS QUAICTTAITES +44 + (] + + 
inactif sur les 
pseudomonas | 
Carbanilides + (n | 
Chlorhexidine +++ ++ | û ( + | 0 
Chlore ++ +4+ | ++ ++ ++ | ++ 
Hexachlorophène +++ + Ü fl + Q 
| lode ++ +++ ++ 44 ++ ++ 
Dérivés mercuriels + + Û (] + 
Fhénoliques Activité variable selon les composés 





Tableau V.4- Incompatibilités et accidents lors de l'utilisation des antiseptiques et désinfectants. 





Alcool Matières organiques 
Akkéhydes |: Matières organiques Irritants 
Solution instable 
Ammoniums Matières organiques Hypersensibilisation cutanée et muqueuse 
quaternaires | Détergents anioniques 
Eaux dures | 
Polysorhates, phospholipides 
Carbanilides Photosensibilisation 


Production d'aniline par chauffage du inchlorocarha- 
nilide (méthémoglobinémie du nouveau-né) 


Chlore Matières organiques Corrosion des métaux 
| Erritant 
Chlorhexidine Matières organiques et liège Hypersensibilisation cutanée 
Détergents anioniques | 
lode Matières organiques | Erritant 
Dérivés mercuriels | Matières organiques Toxicité ussulaire par accumulation 
Plastiques et caoutchouc Dermite par sensibilisation 
Phénoliques Matières organiques Irritants 
Plastiques et caoutchouc { Toxicité nerveuse (hexachlorophène) 
(adsorption) 
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rienne et le désinfectant en Fonction de la concen- 
tration ét du mouvement brownien. [l entraîne 
souvent une modiheation de la charge éléctrique 
des bactéries (c'est le cas des ammoniums quater- 
naires}, La pénétration de l'agent chimique à tra- 
vers la parc puis la membrane est fonction de sa 
solubilité, de son iomsation ou de son encombre- 
ment stérique, 


3.1.1. Oxydation et dénaturation 
des protéines 


Les agents oxydants comme l'eau oxygénée et 
les dérivés halogénés oxydent les groupements 
SH libres des enzymes et les altèrent irréversible- 
MENTE. 

Les sels des métaux lourds comme lé mércure et 
ses dérivés organiques où inorganiques se combi- 
nent avec ces mêmes groupements SH et les inac- 
tivent. 

Les alcools agissent d'une façon comparable à 
celle de Ta chaleur en coagulant les protéines. 


3.1.2. Altération de la membrane 
cytoplasmique 


L'altératon de la structure de la membrane 
cytoplasmique entraine une fuite de substance, 
une désorganisation du métabolisme, la dégéné- 
rescence de la cellule et, finalement, sa mort. Les 
agents hposolubles sont lés plus directement actifs 
puisque la membrane n'est autre qu'une barrière 
hpoprotéimque, Tels sont les composés phénoh- 
ques, les savons et surtout les détergents. 


3.1.3, Action sur le métabolisme 


Les cvanures et les fluorures sont de véritables 
poisons réspiratoires, Imatlisables cn tant qu'agents 
antiseptiques. Les colorants basiques (bleu de 
méthylène, violet de sentiane) réagissent au con- 
tact des acides ribonucléiques présents en abon- 
dance dans le cytoplasme. Les combinaisons ainsi 
générées inactivent toutes les fonctions de la bac- 
téne, D'autres agents sont mutagènes (acridine et 
dénvés) ou chélatcurs (dérivés de la quinoléine}. 

Des faits récents ont malheureusement prouvé 
que les germes pouvaient acquérir une résistance 
secondaire aux antiseptiques, Des plasmides trans- 


férables, responsables d'une résistance acquise à la 
fois à certains antibiotiques et aux sels dé mercure, 
d'argent ou d'arsénic, ont été 1s0lés, 


3.9. Classification 


I ést possible dé définir un cértan nombre de 
eroupes d'agents désinfectants où antiseptiques 
sur la base de leur parenté chimique et de leur 
moxle d'activité précédemment définis. Seuls Les 
plus courants seront décrits. 


3.2.1. Oxydants 


.2,1.1. 

L'eau oxygénée et tous les composés suscenti- 
bles dé donnér naissance à de l'eau oxygénée (per- 
borates et persulfates alcalins) sont des antisepti- 
ques efficaces. L'eau oxvygénée à 3 % en solution 
aqueuse est un désiniectant des pluics, mais sa 
décomposition rapide au contact des tissus limite 
son élhcacité, D'autres composés comme le per- 
manganate de potassium et l'acide peracétique 
agissent de la mème façon en libérant de l'oxy- 
gène natif. 


Gy 


Eau oxyqérée 


3.2.1.2 Chiore et dérivés 

Le chlore, sous forme de gaz ou de diverses com- 
binaisons chimiques, est un des antisentiques Les 
plus communs, Îl est umversellement employé 
pour la sténlisation des eaux de boisson et des eaux 
de piscine, pour le traitement des eaux polluées, 
pour la désinfection des locaux et des objets con- 
aminés. [est encore, à ce jour, le plus utilisé dans 
l'industrie alimentaire. s'emploie en milieu alca- 
lin (pH > 8j de manière à éviter les corrosions tou- 
jours dangereuses avec un tél oxydant Gale V5]. 

Sous forme gazeuse, le chlore est un produit dan- 
cereux, de manipulation délicate. Ses composés 
liquides, Les hypochlorites et les chloramines, sont 
plus répandus. L'hypochlorite de calcium ou chlo- 
cure de chaux est un mélange d'hypochlorite, de 
chlorure et d'hydroxvde de calcium, L'hypochlo- 
té de sxlium, nueux connu sous le nom d'eau de 
Javel, tre de 10 à 20° chlorométniques (le degré 
chlorométmque expnime le nombre de litres de 
chlore dégagés par kilogramme de produit}, Avec 


li 
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tence de plasmides de résistance aux métaux 
lourds, qui vient d'être reconnue chez les bactéries 
au cours des dernières décennies, peut constituer 
dans l'avenir une certaine entrave à leur uulisa- 
tion. 


3.2.4. Phénols 


Les composés phénoliques jouissent de pro- 
priétés bactériostatiques ou bactéricides mar- 
quées grâce à leur fonction phénol par une imhi- 
bition des systèmes enzymatiques où par un 
découplage des réactions énergétiques. Cela se 
traduit par une dénaturahon de la membrane 
cyloplasmique entrainant une fuite des consti- 
tuants cellulaires. 

Désinfectant autrefois extrèmement répandu et 
populaire, le phénol est maintenant remplacé par 
des antisepliques moins caustiques. Les phénols 
sont irritants pour la peau et les muqueuses respl- 
ratoires ct oculaires, Ils ont un effet allérgisant et 
photosensibilisant, Bacténicides ét fongicides, ils 
sont peu actifs sur Les formes sporulées. Leur acti- 
vité virucide est discutée, L'action, favorisée en 
présence de sels de sodium ou de potassium, est 
inhibée en présence de soude et considérablement 
atténuée par lés matières organiques (fée. FA}, 


3.2.5. Aldéhydes 


L'activité des aldéhydes (formique, glutaraldé- 
hyde, etc.) est hiée à la dénaturation des protéines 
et des acides nucléiques par réduction chimique. 
Les aldéhydes détruisent très bien les bacténes et 
les champignons. Ils ont une excellente action 
virucicle. 

Ce sont d'excellents produits pour désinfecter 
les surfaces mais également les instruments et les 
appareils (elutaraldéhyde à 2%). On peut les ut- 
liser seuls où associés à un détergent (cependant, 
leurs vapeurs sont très toxiques, voir chap. TK). 





3.2.6. Chlorhexidine 


La chlorhexidine fait partie des biguanidines. 
C'est un produit insoluble dans l'eau et de carac- 
tère basique, Bactéricide ou seulement bacté- 
riostatique selon sa concentration, elle agit sur les 
bactéries à Gram positif et négatif. 


ll 


3.2.7. Salicylanilides et carbanilides 


Les dérivés bromés des sahicvylanilides sont les 
plus utilisés. Ils agissent surtout sur les bactéries à 
CGram positif, Leur toxicité est faible mais des phé- 
nomêénes de photosensibilisation sont très fréquents 
lors de leur usage régulier sous forme de savons. 

Parmi les carbanilides, c'est le dérivé trichloré 
qui est le plus utilisé. Son activité est limitée aux 
bactéries à Gram positif. Sa toxicité est faible et il 
est bien toléré aux concentrations usuelles rencon- 
trées dans les savons. 


3.2.8. Savons et détergents 
synthétiques 


Les savons sont des sels sodiques où potassi- 
ques d'acides gras de poids moléculaire élevé : 
acide oléiqué, Ninoléiqué, ricimoléique. Leur pou- 
voir antiseptique varie avec les cspèces micro- 
biennes, Leur action cet avant tout mécanique, [ls 
réduisent les forces de tension superhcielle et aug- 
mentent le pouvoir mouillant de l'eau : les germes 
sont emprisonnés dans la mousse comme dans un 
réseau, puis éliminés par le rinçage. Certains, 
comme le ricinoléate de sodium, jouissent de pro- 
pnélés antscptiiques propres el sont unlisés en 
h ygiène buccopharyngée, 

À côté de ces savons alcalins, d'autres compo- 
sés à pouvoir moullant, plus récemment synthé- 
tisés, sont largement commercialisés en raison de 
leur action bacténéide parallèle. Ce sont les déter- 
sentis, encore appelés surfactants. Chimique- 
ment, ils se divisent en trois Calégornies : 

- les détergents anioniques. chez lesquels le 
sroupement amoniqué est actif : 

- les détergents cationiques, à groupement 
catonique actif ; les plus importants sont les ammo- 
niums quatermaires (fig. V9}: 

— les détergents non ioniques, sans grand inté- 
rét puisqu'ils ne possèdent aucune activité antimi- 
crobienne. 

L'activité des surfactants amoniques est modé- 
rée. [ls sont utilisés surtout pour renforcer l'action 
d'autres antiseptiques en favorisant leur dissolu- 
tion et leur pénétration, d'où certaines associa- 
tions comme le Mercryl laurylé®, mélange de lau- 
rylsulfate de sodium et de mercurobutol. 
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Figure V6 - Formules de quelques agents antimicrobiens. 


F R; Formule générale 
Des ae Re Ry Ro Rs: chaîne carbonée 
HS CR, = halogène, sulfate. 
Bromuredecétyltriméthylammenium(Cetavhon”) 
cu, 
CH (CHyhs N° CHy Br 
CH, 
Bromuredediméthyetyhcycohexylammoniunm 
{Biocidan” 


CH; 
CisHas N° €} Br 
CH, : 
OH 
Figure V9 - Les ammoniums quatemaires. 


Les plus efficaces sont des sels d'ammonium quaternaire, 
En plus du pouvoir mouillant et émulsifiant que leur confé- 
rent leurs groupements cationiques lipophiles. ils sont Forte- 
ment ués à dés Concéntralons minimes (de 
À pour 16 COX) à L pour 100 ON. Par aceorption au niveuu 
des surfaces cellulaires. ils entraînent one dégradation au 
niveau de la membrane cyioplasmique ou une inactivation 
des enevines réspiratores et de la glycolvse, Leur spectre 
d'acuvité es variable, asser élevé sur les bactéries et cham- 
pigocs. réduit sur les virus et les spores. 

I faut étre attentif au fait que des micro-organismes, comme 
les Prendemends. lrouvent au sein mème de certains ammo 
fiutns Qquatérnares di Subaru leur permettant de se multi- 
pher, le désméecram devenant source d'arote et de carbone, 

Si les ammoniums quatermaires sont un dés bienfaits de 
notre civilisation, ils en sont aussi un des écueils, car les usines 
qui les svnthétisent ét les eaux usées qui les recueillent en 
versent des quantités importantes dans Les vières, Leur pré- 
Sence él quékquefons révélée de fagon spectaculaire par une 
accumuluues massive de mousse. Non biodésradables. is 
comprometient gravement l'équilibre écologique du rriliéu 
récepteur tempéchent l'épuration. Heureusentent la synthèse 
de omreaux détergents bichéyradutlés, seuls autorisés par La 
den ét qu'ilest donc souhautablé de voir se répandre. représente 
un progrès aroportant dans Lu lutté contre là pollution, 


3.2.9. Colorants 


La plupart des colorants sont utilisés comme 
antiseptiques à usage local, quelques-uns seule- 
ment par voie digestive. [ls font partie de séries 
chimiques très diverses et leur degré d'activité est 
variable, Dans la série des thuazines, signalons lé 
bleu de méthylène. Parmi les dérivés du triphényl- 


| 


Le chlorure de henzalkonium est on mélange 
de composés dont la formule est : 


CH, 
Hire: nc N, cr 
CH; 


où o est compris entre $ et L#, Parma les composés 
constituant le chlorure de benzalkonium deux dominent : 


R, — CH {n= 12 laurvl), 
FE, = Cao tn = 14 mynistyl} 


Chlorure de cétylpyridimium 


CH; (CHihs— } CT 


méthane, citons le vert malachite et le vert brillant, 
utilisés dans le traitement des plaies superficielles, 
le violet de méthyle, antiseptique urinaire, le vio- 
let de gentiane, désinfectant à usage externe. Dans 
la série de l'acridine, les composés les plus connus 
sont la trypañlavine et la gonacrine. Ce sont des 
désinfectants buccaux employés également en 
lavages urétraux el VÉSICAUXx. 

[ls ont fréquemment une action sélective vis-à- 
vis des bactéries à Gram positif ou négatif, Ainsi, 
le cristal violet inhibe la croissance de la plupart 
des bactéries à Gram positif, sélectionnant en 
mème temps les bactéries à Gram négatif. [en est 
de même du vert bnllant et du vert malachite, Les 
dérivés de l'acridine sont aussi plus actifs sur les 
bactéries à Gram positif. Cette propriété les rend 
utiles pour la culture sélective des micro-organis- 
mes. 


3.2.10. Conservateurs alimentaires 


Le choix d'un edduf antmicrobéen est souvéne fule. 
Un hom conservateur dédie répondre à certuns critères : El doit 
cire plutét baciénicide que backéniostatiqué el agir égalérnénit 
sur les levures et Les champigaces : il doit Stre actif aussi bien 
sur les germes pathogènes que sur ceux qui produisent des 
alérations ; 1 doit Être state ct non détruit au contact de l'ali- 
ment où du micro-organisne : if me doit pas favoriser l'appa- 
oition de résistances et, surtout, il dort être inoffenaifet ne pas 
hriswer Li valeur nutativé dé lalinient. 

Les conservateurs alimentaires sont utilisés empiriguement 
depuis la plus haute Andquié : emploi du sel fsdlaisons), du 
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sucre Ccontiiures), de l'acide lactique (vaourt, choucroute, de 
l'acide acdtique fruits, légumes tels que comichons, oignons 
et autres péokfes, ainsi que divers sauces mavonnase, ket- 
chup, fumage des poissons et des viandes], 

Le chlorure de sodium est un agent antimecrobièn efficace, 
en premier lieu par son effes dépresseur sur l'activité de l'eau 
Av) des produits, en second lieu par l'effet spécifique des 
ions C1 qu'il libère dans l'eau, 

Les nétrates sont réduëts en nitrites (horme active de ces 
composés} dans les produits alimentures, sous l'action 
notament des microcoques, Ces additifs sont unlisés tradi- 
üonnellement duns la salaison de la charcuterie où leurs fonce 
dons sont molles : 

- is contribuent à l'apparition de couleur et de la Haveur 
caractéristiques des produits de charcuterte : 

— au cours de La cuisson, île donnent naissance à des imbi 
bieurs efficaces de la croissance de CE bañalénars et à s5 
redoutable neurotoxine. 

L'anhvdnde sulfureux est vulis depuis plusieurs siècles 
pour la conservation des vins. Les solutions agucuses d'acide 
sulfureux ou de msulfte de socdiam sont d'excellents agents de 
conservation des denrées alimentaires jus. de froitsh au cours de 
leur préparation. Elles ont un effet très marqué, en particulier 
sur des levures, De nombreux autres agents sont atilisés. Les 
proiipaus sont dés acides organiques : acide benzmque. acrde 
salicylique, acide sorbique ou leurs ésters (l'acide propionsque 
et ses ss, particulièrement actifs contre ls moisisaures, sont 
des additifs qui permettent d'allonger la durée de ve du pain ci 
d'avtres produits céréaliers ; ds sont sans effet notgble sur des 
bactéries ét sur des levures : les composés phénokS : phénols, 
o-crésols, thymot, gaacol, cugénol : Les quinonés : para-ben- 
soqunone, -4 naphioquinonc : enfin, certains composés fura- 
niques (ajoutés de façon empirique dans les aromates ét épices 
verse 

Les antibiotiques, malgré leur efficacité aninmicrobienne, 
n'ont actuellement pas beanconp d'applications dans indus- 
trie alimentaice pour diverses cusons, dont Les plus imponan- 
tes semblent être essentiellement le risque d'effets indésira- 
bles chez le consommateur et la possibilité de sélection de 
souches résistantes aux antimotiques (voir $ 4,341 


3.2.11. Stérilisation par les gaz 


La stérilisation par les gaz est un procédé élé- 
gant et pratique qui tend à s'imposer chaque Jour 
davantage. On a recours aux gaz soit pour sténih- 
ser dés produits instables à la chaleur, soit pour la 
désinfection des locaux (chambres des malades}, 
soit encore pour la stérilisation d'objets en plasti- 
que (boites de Pétri, tubes à essai, ele). Pour la 
désinfection des surfaces et des locaux, le gaz uti- 
lise dont hffuser très facilement dans l'air. On dent 
pouvoir le préparer facilement. I] doit être efficace 
vis-b-vis de tous les micro-organismes. On dot 


tenir compte de la toxicité des produits utilisés 
ainsi que de leur risque d'inflammabilité. 


d3.2,11.1.Formaidéhyde 


Les vapeurs de formaldéhvde ont un pouvoir 
bactéricide puissant qui augmente avec la tempé- 
rature et l'humidité, À 22 °C et en présence d'un 
taux d'humidité de 608 80 Se, le temps réqins pour 
la stérilisation sera de quelques heures. On réserve 
ce mode de stérilisation aux divers objets suscep- 
tibles d'être altérés à la chaleur : le caoutchouc, les 
matières plastiques et les produits chimiques en 
poudre. Malgré les risques, les vapeurs ou fumi- 
gations dé lormol sont d'un usage courant pour la 
désinfection des locaux. 

Le formaldéhyde réagit avec les acides anunés ét Les pro- 
iéines, La fixation du formaldéhedé au nivécu de la hodtérie st 
fonction du degré d'hydratation de celle-c1, Cans be ças de la 
décontarmination par voie aérienne, la réaction avec lanumo- 
aiac transionne le fonmol en hexaméhylénetétanine et per- 
met de le neutraliser très raptdement dans le local après trat- 
ment. L'aldéhyde formique gs on produit itant et un 
ovissant allergène responsable de sensibilisations cutanées 


lectéma, urticairel et respiratoires (rhinite, asthme. 


3.2,11.2, Oxyde d'éthyiène 

C'est uncorps gazeux à latempérature ordinaire, 
liquide en dessous de 10 °C, à pouvoir inflamma- 
ble élevé. En révanche, son mélange avec de 
l'anhydride carbonique ou du fréon le rend inin- 
flammable sans diminuer son pouvoir bactéricide. 
Son spectre d'activité est large et son pouvoir spo- 
ricide prononcé : son action à basse température Jui 
permet d'entrer cn contact avec les produits et 
objets les plus divers : grâce à son pouvoir péné- 
trant, 1l assure la stérilisation dés issus et même de 
certains plastiques. 

Les stérilisateurs à oxyde d'éthylène fonctian- 
nent à 60 °C, L'oxvde d'éthylène agit en bloguant 
le processus de reproduction des micro-organts- 
mes par vore chimique. Le maténel à stériliser dont 
être conditionné dans des emballages souples qui 
laissent diffuser le gaz. 


2.2.11.3. f-propionrolactone 


Ce composé liquide à la température ordinaire 
émet des vapeurs qui sont activément bacténcides, 
sporicides, virucides et fongicides. Îl'est nettement 
plus actif que les antisepuques précédents : 25 fois 
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plus que le formol et 4 O0 fois plus que oxyde 
d'éthylène. I n'est nt inflammable m'explosif, Son 
action est pénétrante, son élimination rapide. En 
solution aqueuse, 1] subit une hydrolyse, On peut 
l'utiliser aussr Bien pour la stérilisation d'objets, de 
matériel chirurgical, de catguis, de compresses, 
etc. que pour Fa désinfechon des locaux ét même la 
stérilisation des milieux de culture. 


3.2.11.4. Czone 

Très eMicacé, l'ozone est utlisé pour la sténili- 
sation de l'eau : il a, de plus, l'avantage de détruire 
Les substances qui colorent l'eau ou qui sont géné- 
ratrices de mauvais goût. Pourtant, son action 
microbicide n'est pas rémanente. 


J3.2,12. Essences volatiles 
(huiles essentielles) 


Les essences naturelles ont on pouvoir bactériostitique 
mi qu'elles doivent à leurs composés phénoliques et ter 
péniques et aussi, dans une plus faible mesure, à leurs alcools 
et aldéhydes, Les plus utilisées sont l'essence d'eucalsptus 
comme antisepique des voies respiratoires, l'essence de giro 
Île comme désintectant et cautérisant en chirurgie dentaire, 
l'essence de oioouli pour le traitement des plaies, des brûlures 
cLcomeme antiseptique respodoune, Peéssénes de Loi Connie 
anüscpüque intestinal etrespiracire, l'essence de sontal dans 
la désinfection des votes urinaires, Toutes ces csonces sci 
de plus en plus remplacées par leurs poincipes actifs : Penca- 
lvptol pour lessence d'eucalyptus. leugénol extra de 
l'essence de girofle, Le goménol de l'essence de nisouls et Le 
thym de l'essence de thym. Ces huiles essentielles sont 
aussi uülisées comnme conservateurs alimentaires, 


3.3. Choix des molécules 
desinfectantes 


Pour assurer une bonne désnfechon, dans 
l'industrie alimentaire en particulier, le produit 
retenu devrait répondre aux exigences suivantes : 

= avoir un spectre d'activité très large ; 

= avoir une action rapide et durable : 

avoir une efficacité égale en présence de rési- 
dus de souillure ; 

= être utilisé à faible concentration : 

— Être peu CoÛtEUX ; 

— pouvoir Être utilisé dans des conditions très 
différentes de pH et de dureté : 

— tre sans action corrosive sur Les supports : 
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- né laisser aucun résidu après rinçage ; 

- être sans danger, même à forte concentration, 
pour le métabolisme de l'homme. 

Aucun produit né réumit toutes ces propriétés. 
Le choix d'une substance désinfectanté parmi cel- 
les qui ont été décrites se fera en fonction d'un cer- 
tain nombre de critères : réglementaires, d'acti- 
vit, de prix dé misé en œuvre, etc. 

Les associations sont possibles mas certaines 
règles de contre-indication sont bien connues (organo- 
meércunels avec dérivés 1ocdés, ammoniumes quater- 
naires avec surfactants anioniques par exemple). 

Les surfactants anioniques et non ioniques per- 
mettent de solubihser les antiseptiques ou les 
désimfectants insolubles et facilitent donc leur 
pénétration à travers la mémbrané bactérienne. 
Cependant, beaucoup d'interférences existent, par 
exemple lorsque l'agent mouillant neutrahise Les 
charges électriques du pnnoipe actif ou qu'il 
influence le pH optimum d'activité. 

L'éthamt à faible concentration (de 10 à 20 %) 
réniorce l'action des centaines substances (hexami- 
dine, chlorhexidine.….) ; de plus, il a un effet protec- 
eur contre la contamination des solutions de réserve. 


3.4. Mesure de l'activité 
bactéricide 


L'activité antimicrobienne d'un produit peut 
etre évaluée selon trois stacles : 

— les tests du premier stade déterminent l'acti- 
vité au laboratoire in vitro : 

— les tests du deuxième stade évaluent l'activité 
du produit lorsqu'on se rapproche des conditions 
prauques d'utilisation : 

- les tests du troisième stade sont des essais rés- 
hisés sur Le site (in sit Us reflètent l'efficacité du 
produit dans les conditions réelles d'utilisation. 

Pour mettre en évidence cette activité, des 
méthodes spéciliques ont été mises au point dont 
les principes s'écartent sensiblement de ceux uti- 
lisés pour les antibiotiques. Toutes sont tnibutaires 
de Facteurs inhérents au produit ou à sa Forme 
commerciale, qui seront rapidement analysés. Le 
solvant habituel ést l'eau, mais d'autres solvants 
(éthanol, propylène glycol, etc.) sont bactéricides 
etilest nécessaire de connaître leur activité syner- 


gique ou antagoniste, Le rôle du pHest fondamen- 
tal, surtout pour les acides fables. 

L'action bactéricide d'un antiseptique est très 
sensible au changement de température, surtout 
s'il possède une énergie d'activation élevée. Les 
surfactants, qui sont fréquents dans les prépara- 
tions, doivent favoriser le contact de l'antiseptique 
avec les micro-organismes mais. ajoutés à une 
concentration importante, ils peuvent diminuer 
son activité bactéricide. La concentration des élec. 
trolytes doit être aussi minime que possible afin 
d'éviter l'inactivation de certains antiseptiques 
par chélation, complexation ou insolubilisation. 


4.4.1. Principales méthodes 


J3.4.1.1. Méthode de suspension de germes 


La technique de suspens de germes est La plus employée. 
Son principe est de préparer une suspension Wiréé dé bacté- 
es, puis d'apouter le produnt à testée à one Géré CORÉEN 
tation. Après un temps de contact déterminé, on évalue le 
nombre de survivants. Le point de plus délicat de la méthode 
cer la numération de ces bactéries survieantes qui doivent Etre 
immédiatement transférées sue un oilieu de culture favorable 
à leur développement. 


3.4.1.2. Méthode par empreinte sur gélose 


Le milieu de culture gélosé est directement appliqué sur la 
surface à analyser. La gélose outritive doit contenir un neu- 
tralisant dés désinfectants et des détergems utilisés, Cette 
méthode, au demeurant simple et relativement peu codteuse, 
présenté des inconvénients de plusieurs ordres 

- la faible sutace échantllonnée, alors que la bioconta- 
mination peut tre trés hétérogéne : 

- l'impossibilité de pratiquer un prélèvement fiable sur 
des sudaces humides : 

— l'impossibilité d'évaluer plus de AU) colonies par boite. 

Line varianté vtdisé du ruban adéait dont on applique une 
surface mesurée sur k matériau à exarrimer. On le fait adhérer 
par pression de la main puis, l'ayant détaché, on lé dépose sur 
un milieu de culture gélosé et sec durant quelques diraines de 
scoudes, Après moubaton à la température optimale de cul- 
ture des bactéries recherchées, on dénombre les colomes. Cette 
méthode donne d'excellents résultats pour rechercher lés Sat- 
monelle, des Sraphvdoceaccus pahogènes, les Srepraceccus D 
et les Enrerehactentacenc à laide de mieux sélectits. 

Dés téchmiqués plus récentes comme Le Pétifiln® permettent 
ane récupération directe des germes sur un subarat dé culture, 


3.4.1.3 Méthode dite des porte-germes 


Les hacténes sont fixées sur des substances inentes dites 
PTE SEFTNES PUIS TUECS 0 contact avec be décinfectant à étu- 


déer ou ses dilutions durant un temps donné. On recherche par 
culture si les micro-organismes ont résisté ou survécu à 
l'agent anumicrohen. Ces porte-germes sont des bandelettes 
de papier-filtre de qualité standard que lon imimeérge dans une 
culture de 24 heures en bouillon d'une bactérie test, Îls somt 
utilisés tels quels à l'état humide ou aprés dessiecation durant 
24 heurés à 47 °C. 


3.4.1.4 Méthode de difution-neutralisation 


Lamébode de dfoton-meutralisation consisté, aprés avoir 
testé au préalable l'efficacité du neutralrsant, à méttré en con- 
Lac pendant 5 minutes à 21 les souches bacténennes avec 
différentes concentrations du produit soumis à l'analyse, puis 
à meutraliser l'annsepique, La nomération des survivants 
pour l'étude du pourvoir bacténcsde se Fait à parti d'un échan- 
tllon de chaque dilution sur un muheu gélosé contenant le 
néutralisunt, 


3.4.1.5, Méthode de filtration sur membrane 


Voisine de la précédente, cette méthode est fondée sur la 
ftratron des différentes concentrations d'antiscptiques ou de 
désinfectants mis en présence de liroculon bacténen. Ces 
membranes, lavécs plusieurs fois, sont ensuite déposées sur 
un mieu de culture contenant ke neutralisant. 

Laméthéck de flraton sur membrane est en général choisie 
en l'absence dé neutralisants efficaces, plusieurs lavages pou- 
vant suffire a éliminer l'antiscptique. Elle permet d'apprécier la 
vitalité de toutes les hacténes mises en contact avec l'antisép- 
tique mais ne convient pas pour bes antiseptiques non fitrables. 


3.4.1.6. Méthode de l'écouvilonnage 


Pour l'examen des surfaces irrégulières, on a recours 4 des 
écorvillons de coton hedrophile ou d'algioate de sodium. On 
mouille préalablement les zones à explorer, Dans ces condi- 
dons. on aire à récupérer 50 6% dés micro ocganismes. 


3.4.1.7. Enreuve de rinçage 

L'épreuve de rinçage permet de rechercher d'une façon 
pratique l'action des ammotiunms quatemaires sûr des surf 
ces cotaminées. Elle consiste à uuiser de pets gobhelets que 
l'en remplit, en premier ligu, avec du lait écrémé sténilisé 
auguel on ajoute un mélange de Ê£ eurent et d'E, self, Après 
15 minutes de contact, Le gobelet est vadé, rempli avec la solu 
ton d'ammonunmnm quatéraure, puis vidé dé nouveau. Ci 
dénombre les bactéries présentes sur les parois intemés après 
écourillonnage ét culture. Le mème es est réalisé sur on 
vobelet témoin Siné antisephique. 


3.4.2. Stades de mesures 


3.4.2.7. Tests du premier stade 


Les normes NF sent an certain nombre de paramètres : 
les souches de référence à utiliser Par exemple, pour la 
mesure de l'actu antihociérienne, les souches bactériennes 
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uuliséss sont Ps. cerrginose, E coût, SE aureus, Sir. faecalts 
et 4, ségnrates : 
— la quantité d'émotion : 
— Les temps de comact enere Les souches el Le produit testé 
{5 minutes} : 
Les températures d'essai CAC pour les désinfeciants, 
42 °C pour êes antsephiques) : 
la hs non exhaustive des substances interférentes 
La mesure de l'activité se fait par le technique de suspen 
sion de gennes. le méthode de dilution-neutrallsation ou 18 
méthede de fliration sur member 


42.2. Tests du deuxieme stade 


Ce sont des méthodes cherchant à déterminer la concen 
ration usuelle d'un désinfectant cou d'un procédé de désin 
Éeclion) en se rapprochant dés conditions pratiques d'etil 
satiNt. 


Elles détermosent, dans des conditions sinmctement standar- 
disées, les concentrations minimales pour lesquelles Le produnt 
est capte de réduire de SES en 3 nanuies de contact, à 
0 "C'en présence de substances interférentes de référence (pro- 
téines, cau dure, etc.), des souches de micro-organiunes définis 

La mumération des micro-organismes est effectuée sur des 
Supponts lisses de référence (vérre. acier, matière plastique) 
par la méthode des porté-gérmes 


F.4.2.3, Tests du troisième stade 


Ce sont dés méthodes non nonmalisées, permettant de jagersur 
le terrain de l'efficacité d'un produit, d'un procédé, dans des con- 
tions réclles d'empéo, On distingue ércns types de méthodes : 

par écouvillonnage : 

- pair empreinte sut gébose : 

— par lavage, rinçage, récupération ou brossage, lavage. 
rÉCUpÉTatioN 


4. Agents chimiothérapeutiques 


4.1. Historique 


La chimiothérapie, c'est-à-dire lutihisalion 
d'agents chimiques en thérapeutique, prit son 
véritable essor en 1909 lorsque Ehrlich formula le 
principe de base suivant : pour être utilisable par 
voie générale dans le tratement des maladies 
infectieuses, une substance doit être nuisible pour 
le miéro-oréanisme parasite mais inoffensive pour 
les cellules hôtes. Elle doit être douée de toxicité 
sélective. Les antimotiques et les sulfanndes ont 
cette qualité. Les antiseptiques, en dépit de leur 
haute activité, ne peuvent être administrés par voie 
générale car ils sont toxiques. 

L'étude systématique des composés organiques 
de synthèse conduisit Ehrlich à la découverte des 
arsphénamines, dérivés arsenicaux actifs dans le 
traitement de la syphilis : leur chef de file étant le 
Salvarsan®, C'était la première grande victoire de 
la chimiothérapie. 

Une deuxième étape fut franchie en 1935 lérsque 
Domagk, en Allemagne, démontra qu'un colorant 
diazoïque, la parasulfammdochryscidneé (Pronto- 
si, était capable de guérir les infections strepto- 
cocciques expérimentales de la souris. Les travaux 
de linsutut Pasteur démontrèrent que la partie 
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active est le sulfamide : en quélqués années, plus 
de 5 000 sulfamides différents furent synthétisés. 

Lü troisième étape fut celle dés antibiotiques, La 
connaissance du pouvoir bactériostatique de cer- 
Lans mucro-créanmsmes vis-à-vis d'autres micro 
organismes avait déjà été signalée par Pasteur et 
Joubert à propos du bacille charbonneux et de sa 
dispanton dans les urines. Cependant, l'ère véri- 
table des antibiotiques commença en 1929 lorsque 
Fleming fit celte observation apparemment 
anodine : sur une boîte de Pétri ensemencée avec 
des Sraphrloceccus, la présence de quelques colo- 
nies d'une moisissure du génre Peniciflium, un 
contaminant, provoque une inhibition de la crois- 
sance des bacténés mises en culture. Ilen déduisit 
que ce champignon sécrétait une substance bacté- 
nostatique susceptible d'être utilisée en thérapeu- 
tique. Îl cultiva en masse le Penicillium et montra 
que ses extraits étaient bactéricides sans être toxi- 
ques pour les cellules animales. proposa d'appe- 
ler pénicilline ke principe actif de ces filtrats. 

La découverte de Flemming serait probable- 
ment tombée dans l'oubli si, en 1439, deux cher- 
cheurs britanniques, Florey et Chain, n'avaient 
entrepris d'extraire et de purifier la pénicilline à 
grande échelle en vue d'essais thérapeutiques. Les 


résultats furent spectaculaires. On parla de drague 
miracle, La Seconde Guerre mondiale stimula les 
méthodes de développement du champignon et de 
production industrielle de son principe actif et 
confirma la haute valeur thérapeutique de la péni- 
cilline, Aux Etats-Unis, d'énormes moyens finan- 
ciers furent alors mis à la disposition de program- 
mes systématiques de recherche destinés à 
l'isolement d'autres antibiotiques. 

À partir de 1939, des milliers d'antibiotiques 
furent isolés, sélectionnés, soumis aux essais thé- 
rapeutiques. Ce fut l'âge d'or des antibiotiques qui 
dura jusqu'en 1959. 

C'est pendant cette période que les principaux 
antibiotiques encore utilisés de nos jours furent 
découverts : la pénicilline, la céphalosporine C'en 
1953 par Newton et Abraham, à partir d'une cul- 
ture de Cephalosporium acrementum, la streplo- 
mycine, premier aminoside isolé par Waksman en 
1944 à partir d'une culture de Sn. griseus, les 
tétracyclines, le chloramphémool, etc. Ce fut une 
véritable révolution en thérapeutique puisque, 
l'une après l'autre, les maladies infectieuses les 
plus dangereuses étaient maïîtrisées, vaincués par 
les antibiotiques. Depuis 1965. une nouvelle 
péniode semble prolonger cette époque glorieuse. 
Elle est caractérisée par les antibiotiques senu- 
synthétiques, en particulier les B-lactamines. 


4.9. Classification 


La distinction classique entre antibiotiques (éla- 
borés par des micro-organismes) et sulfamides 
(produits de synthèse) n'a plus qu'un intérêt histo- 
rique, de nombreux antibiotiques faisant actuelle- 
ment l'objet d’une synthèse, Les antibiotiques, 
dont il sera question, engloberont donc ces deux 
calégories d'agents chimicthérapeutiques, Le 
nombre et l'importance des antibiotiques sont tels 
que de nombreuses tentatives de classification ont 
été proposées, Parmi les 4 ON antibiotiques 
actuellement décrits (tous ne sont pas commercia- 
lisés), environ 70 % sont svnthétisés par les micro- 
organismes (fig. VO. 

Certaines classifications se sont fondées sur le 
spectre d'activité : antibiotiques à large spectre 
où à spectre étroit, antibiotiques antimycosiques, 
antitumoraux, antiviraux, antiprotozoaires, etc. Il 


one d'infhibition 





Figure V10- Boite de culture de Staphyococcus 
aureus contaminé par Penicilium (expérience histori- 
que de Fleming) avec zong d'inhibition. 


est également possible de les classer suivant leur 
angine. On se heurte malheurcusement à un 
inconvénient majeur car près de 60 % des antibio- 
tiques sont élaborés par les actinomycètes, un 
groupe visantesque de bactéries assez mal connu 
et mal défini, Les essais de taxonomie numérique 
ont révélé qu'il n'y avait aucune corrélation entre 
les phénons, ou les groupements de souches, et la 
production d'antihiotiques, 

En général, c'est la classification chimique qui 
est le plus souvent en usage, Elle part du principé 
que les antihiotiques sont composés d'unités chi- 
miquement défimes dont le nombre est toujours 
faible. Le tabieau V7 reproduit ainsi les principa- 
les familles d'antibiotiques actuellement connus. 

On peut enfin grouper les antibiotiques en fonc- 
tion de leur site d'action (paroi, membrane, aci- 
des nucléiques, protéines, etc.). Pour des raisons 
de simplicité. nous adoptérons cette dermière clas- 
sification. 


4.3. Mode d'action 
des antibiotiques 
Pour employer un antibiotique en pathologie 
humaine, il est nécessaire au préalable de tester 
son activité érvitre sur une histe exhaustive 
d'espèces microbiennes, Il faut aussi connaître ses 
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Tableau V.7 - Les antibiotiques groupés par famille : leur origine, leur spectre d'activité. 


pi 


B-lactamines 
Pénicilhnes 
Mi 
e 
Féniciilines 
antiprocyaniques 
Céphalesporines 
l' génération 
2% génération 


3° génération 
4" génération 


Céphamycines 


Ces 1 céphamycine 


Oligosacchändes 
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Figure V.12 - Mode d'action des antibiotiques sur les bactéries. 


paroi. Associé à à un noyau sea 1 nr 


des nie Relié à un noya au NE de ne, 
le cycle B-lactame donne naissance à l'acide 7- 
amino-céphalosporanique qui est à l'origine des 
céphalosporines. 

Les pénicillines se distinguent les unes des autres 
par la nature du radical lié au noyau (fig. V. 13), par 
leurs propriétés physiques (solubilité..….} et par 
leur spectre d'activité, Elles sont synthétisées par 
des mutants des souches de Pe. chrysogencum dont 
la production est de l'ordre de 40g-L-1 de 
pénicilline G. Par action chimique ou enzymati- 
que, on obtient les diverses pénicillines. Ce sont 
les moins toxiques de tous les antibiotiques. Seuls 
les accidents allergiques sont notables. Toutes les 
pénicillines ou leurs produits de dégradation peu- 
vent, en effet, se comporter comme des haptènes 
et former avec les protéines cutanées ou sériques 
des antigènes complets responsables de phénomè- 
nes de sensibilisation. L'accident le plus grave est 
le choc anaphylactique, rapidement mortel par 
collapsus cardio-vasculaire. 
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Figure V.13 - Famille dés pénicillines. 
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Îlexiste quatre générations de céphalosporines 
senu-synthétiques (fig. 141: 

— dans la première génération (apparue en 
1962), elles sont différentes par les chaines laté- 
rales, assez résistantes aux [-lactamascs, mais 
sensibles aux céphalosporinases de nombreux 
bacilles à Gram négatif : 

— dans la deuxième génération, elles sont de 
propriétés voisines mas plus résistantes aux 
céphalosporinases : 

— dans la troisième génération, elles sont très 
résistantes et beaucoup plus actives (CMI très 
basse en particulier sur les entérobactérniés} : 

- dans la quatrième génération, très récente, 
elles sont caractérisées par un spectre d'activité 
très étroit (actives sur Ps. aeruginosa). 

Les antibiotiques inubant la synthèse de la 
paroi sont bactéricides et agissent seulement sur 
les germes en phase active de multiplication 
{phase exponentielle], Ainsi, lorsque des bactéries 
à Gram positif, comme St aureus, en voie de 
croissance sont traitées par la pénicilline, la syn- 
thèse de leur parot est arrètée. Les cellules conti- 
nuent de croître tandis que la paroi s'amenuise 
progressivement, Elles s’allongent puis fimssent 
par éclater en l'absence de barrière osmotique. Si 
l'on ajoute dans le milieu de culture un composé 
comme le saccharose, en concentration suffisante, 
ces cellules oblongues prennent une forme sphé- 
rique, les sphéroplastes. 
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Figure 14 - Famille des céphalosporines. 
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Onconstaie, au cours de cette lysc ou de cette croissance sans 
vision, une accumulation de composés précurseurs dé la 
parc. des nucléctides undimiques. Pour bien comprendre le 
mécanisme ochimique de certe action, il convient de repor- 
ter au schéma de la figure 4-22 qui reprend kes principales ét- 
pes de la synthèse panétae d'une bactérie à Gram positif, 
St aurens, La cyclosénne, qui est un analogue structural de la 
D-alanne, coupe ba chaîne de tmosvmthèse en nhibant de façon 
compétiuve lacton de l'alanne ricémase, qui convertit la L- 
alaninc en Dalanine, et celle de la Dany Dialanine synthé- 
ass, La pénicilline, en raison de son analogie stnucturale avec 
un dpépéde d'alanme, empèché son incorporation dans la 
chaîne. Îlen est ainsi avec d'autres anubiotiques comme la hacs- 
taciné. la novice, ete. La fosformicmnes agit à un stade plus 
précoce en inhibant l'acthon de la pyruvyl transférse. enzyone 
nécessaire à la synthèse de l'acide moruminique, par ncorpo- 
ation du phosphoënolpyruveté à l'UDF N-acétylglucosamine. 

Ces études plus récentés fondées sur les mochfications mor- 
pholosiques dE cofe soumis à un traitement par Les Factor 
nés ont rs én évidence différents types de protéines cibles, 
encore appelées protéines ant la pémicilliné ou PLP. leur 
haison réversible eneramant la bvse phis où moins rapide de la 
cellule hacténenne, En référence à ce mécanieme d'action, on 
est actuellement amené à mettre au point de nouvelles molécu- 
les qui, en se fixant éblectivement sur une PLP déterminée, 
Sracnt douées d'une actaté bacténoike maximale, 

Les enzymes le plus souvent touchées son : 

= latranspeptidase et la carboxvpeptidase, par inhibition de 
la formation de raison emre kes pepuides du peptidoglycane ; 

— La pyruvyl transférasé, par iolibation dé la formation 
d'UDF-N-acétyimuramyl : 

l'alanine récémase et l'alanine svnthétase, par inhibition 
de la formation du pentapeptide qui dent s'associer à MUDP- 
N-acétvimuramsl. 


4.32%, Action sur la membranes 
Criopiasmrque 

Les anubmotiques de nature polypepudique 
comme les polymyxines (is, VIS), la gramici- 
dine et les antimotiques voisins agissent sur la 
membrane cytoplasmique à la manière des agents 
lensioacuts du fait d'une charge poutive. Les 
molécules de gramicidine forment un pore traver- 
sant une partie de la membrane plasmique, ce qui 
permet le passage d'ions monovalents. L'intégrité 
de la structure de la membrane n'est plus mainte- 
nue, en particulier l'effet de barrière osmotique. 
Les cellules, dont la plupart des constituants 
s'échappent, dégénérent puis meurént, attéintés 
dans leurs fonctions vitales essentielles. 

Le phénomène se reproduit indifféremment sur 
les cetlules en voie de croissance où nom prolifé- 
rantes. [ se manifeste également sur les proto- 
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Figure V.15 - Famille des polypéeptides : bacitracine. 

plastes en solution hypertonique, ce qui démentre 


une action spécifique au niveau de la membrane, 


4,4.2.3, Action sur la synthèse des protéines 

Un certain nombre d'antibiotiques agissent sur 
la synthèse des protéines au niveau des ribosomes 
enempéchant la lecture du code ou en la faussant, 
Parmi ceux qui imhibent la formation des protér- 
nes, Certains, comme les macrolides (fe. V 16} 
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Fioure V,16 - Famille des macrolides : érythromycine. 
Le nom de macrolide vient du grand crc actonique apoek « 
olide » ; c'est la nature du sucre non azoté qui caractérise les 
antibiotiques dé ce groune, 


(érythromycine, oléandomycine, etc}, les syner- 
estimés, Ja lincomycne et les tétracychines 
(fe. VI TI, se fixent sur la fraction 50 S des ribo- 
somes et empécheraient la pénétration ou la fixa- 
tion du complexe acide aminé-ARNt (lincomy- 
cine, tétracycline} ou le passage de ce complexe au 
niveau de deux sites voisins, c'est-à-dire la trans- 
location (macrolides, fucidine). D'autres, comme 
le chloramphénicol ffe. VIN), interviendraient 
plus tardivement en inhibant le processus de trans- 
peptidation, c'est-à-dire la formation des lusons 
peptidiques entre les acides aminés. Le chloram- 
phénicol n'agit pas au niveau des ribosomes 40 5 
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Pure Ÿ,16- Famille du chloramphénicol. 


des cellules eucarvotés. [ entrainé aussi des per- 
turbations dans la régulation de la synthèse des 
ARN (accumulation importante d'ARNm et 
d'ARNr}. Les tétracyélines, én sé combinant avec 
divers ions métailiques par chélation, bloquent de 
nombreuses réactions moôochimiques (glvcolyse, 
phosphorylation, ete). D'autres antibiotiques tels 
que la streptomycine (fe. 18) et les aminosides 
apparentés ont un mode d'action plus complexe en 
se comportant comme des polycations : ils se 
fixent d'abord aux composés anioniques superfi- 
ciels de la paroi puis pénètrent par simple diffu- 
sion à travers dés pores agueux. Les aminosides 
pénètrent ensuite au travers de la membrane cyto- 
plasmique, sélon un processus act mettant en jeu 
la force proton-motrice du potentiel de membrane 
(les concentrations intracellulaires d'anthionique 
sont alors de 300 à 400 fois plus ékcvées que celles 
du milieu extérieur). [ls se fixent à l'ARNr 305. 
[ls occasionnent dés érreurs dé lecture du code 
génétique et provoquent l'incorporation d'acides 
aminés ne correspondant pas à l'information des 
codons de l'ARNm. Les protéines formées dites 
non sons sont génétiquement létales. 

Les autres aminosides se fixent également sur 
les nhosomes, mais les sites peuvent être multi 
plés pour un seul antibiotique. 

Avec la streptomycine, où a observé des bactéries 
que l'on pourrait qualifier de toxicomanes car elles 
né peuvent se développer qu'en présence de cel 
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Figure V.13- Famille des aminosides : la streptomy- 
cine. 

Lorsque la fonction aidéhvde ( du strepiose est réduite en 
lonciion alcool prirnaré, où obtient 5 diydrostregtonmycans 


Hi 


antibiotique même si le muheu de culture contient 
tous les facteurs indispensables à leur croissance. 
Cette dépendance correspond en fait à une mutation 
au niveau du locus chromosomique codant pour le 
nibosome (partie 40 5), mutation dont les effets 
sont comgés par la présence de la streptomyeinse. 

Les Sfrepiacoccus Sont résistants aux aminost- 
des à basse concentration. Ce phénomène est dû à 
l'incapacité de ces antibiotiques à pénétrer la paroi 
cellulaire, ce qui les empêche d'atteindre leur 
cible (fractions 305 des ribosomes} et d'exercer 
leur pouvoir bactéricide. Actifs également sur la 
membrane cellulaire, les aminosides sont doués 
d'une activité bacténcide. Leur spectre, considéré 
comme large, comprend les cocci à Gram positif 
Éaphvlococcus) et à Gram négatif (goncocoque), 
les bacilles à Gram négatif (entérobactéries, Hru- 
cella, Haemophilus et parfois Preudomonas) et 
des bacilles à Gram positif. Les mycobactéries 
sont sensibles à la stremomycine et à la kanamy- 
ciné. Par contre, les Streptocaccus, les pneumoco- 
ques et les bactéries anaérobies sont naturellement 
résistants. Ces antibiotiques, agissant seulement 
par inhibition de la svnthèse des protéines ou des 
acides nucléiques, sont bactérostatiques. 


4.34.2.4, Action sur les acides nuclèrqués 

* ADN. La mitomycine € et les porfiromyci- 
nes, en formant des ponts entre Les deux chaines de 
l'hélice d'ADN, empéchent leur migration au 
moment de la division cellulaire, La réplication de 
l'ADN par l'ADN polymérase, qui nécessite une 
séparation totale des deux chaînes, devient impos- 
sible. Ces substances inhibént donc la synthèse de 
l'ADN, bloquent la division et provoquent l'accu- 
mulation dans la bactérie d'une grande quantité de 
désoxyribonucléosides libres et de thymine. Ces 
composés sont doués de propriétés antilumorales. 
Les quinolones paraissent agir d'une façon simi- 
Lure. Leur cible moléculaire exacte a été identifiée 
comme étant l'ADN gyrase, enzyme impliquée 
dans la formation de l'hélice d'ADN. L'acide nali- 
dixique est aussi un inhibiteur d'uné étapé de la 
synthèse de l'ADN. San effet sélectif sur les bac- 
téries à Gram négatif est mis à profit dans les 
milicux de culture d'isolement. 

* ARN. L'actinomycine représente le chef de 
file de ce type d'agents, Elle ne bloque pas l'acti- 


vité de l'ADN polymérase, qui réplique l'ADN, 
mais celle de l'ARN polymérase, qui copie l'une 
des chaînes de l'ADN en l'utilisant comme matrice 
pour la synthèse de l'ARN messager. La présence 
d'actinomycine empêche la progression de l'ARN 
polymérase le long de cetté matrice, La novobio- 
cine a un mode d'action plus complexe : elle 
inhibe à la fois la synthèse de l'ADN (au niveau de 
l'ADN gyrase} puis, de façon moins nette, celle 
dés ARN en bloquant l'ARN polymérase. 


4.3.2.5, Action par inhibition compétitive 

L'inhibition compétitive est le mode d'action 
antibactérien de certaines substances appelées 
antimétabolites (voir chap. IL) où analogues 
structuraux parce qu'elles intertèrent avec les 
métabolites normaux de la cellule, On peut distin- 
guer trois types pancipaux d'antimétabolites : 

— les analogues de vitamines, comme les sulfa- 
mides, l'aminoptérine et beaucoup d'autres moins 
connus, qui sont des infubiteurs enzvymatiques 
(cocarhoxylase, NAD*, FMN, FAD, pyridoxal 
phosphate, etc.) ; 

— les analogues d'acides aminés et principale- 
ment ceux qui s'incorporent dans les protéines à la 
place de l'acide aminé normal : parafluorophényla- 
lanine au lieu de l'alanine, 1,2,3 miazole-3 alanine 
au lieu de l'histidine, etc. : 

— les analogues de bases puriques et pyrimidi- 
ques comme la S-bromo-uracile, la &-azaguanine 
et la S-Muoro-uracile, respectivement imhibnnces 
de la thymaine, de la guanine et de l'uracile. 
L'incorporation de ces antimétabolites dans les 


ARN ou les ADN conduit à des modifications 
génétiques qui seront étudiées au cours des muta- 
tions (voir chap, VI}. 

La plupart des antimétaholites ont une valeur antbiotique 
médiocre ou nulle. Seuls les sulfarmudes font exception à cette 
régle. Ce sont des analogues de structure dé l'acide para-ami- 
nobenzoique (PABL Le PAB fait partie de la molécule 
d'acide folique, une vitamine qui intervient dans la synthèse 
des bases puriques et pyrimidiques, En présence de sulfami- 
des, les bactéries s'appauvrissent rapidement en acide folique 
et cessent dé produire des bases azotées où des acides aminés 
els que la méthionine er la sérine ; ess en effet le sulfarnde 
qui est incorporé dans la cellule à la place du PAB et qui 
inhibe la synthèse de l'acide folique en bloquant la dihydra- 
Folate synthétasc, Le sulfamide arrête la croissance des bac- 
éries sans les détruire : son action est bacténostanique : elle 
s'annule en présence d'un excès de PAR. Le triméthoprime, 
inhibant la dihydrofolate réductase, a une action synergique 
avec les sulfamides. L'association de ces deux composants 
bucténostatiques est buctéricide. 


4.3.3. Mesure de l'activité 
des antibiotiques 


Cette recherche peut avoir plusieurs buts. Tout 
d'abord, pour sélectionner les antibiotiques les plus 
actifs, il est indispensable de mésurer cette activité. 
Ensuite, au cours du traitement des maladies infec- 
tieuses, il est capital de connaître l'antibiotique le 
plus efficace, de déterminer les concentrations 
humorales atteintes après administration de l'anti- 
biotique pour définir le taux thérapeutique, c'est-à- 
cire la concentration nécessaire et suffisante pour 
éliminer un agentinfecteux d'un organisme malade, 

Pour bien comprendre cette étude, nous allons 
réaliser une expérience (fig. V.20) : dans une série 
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Figure Ÿ.20 - Étude de la croissance bactérienne en présence de concentrations croissantes d'antibiotique. 
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met une croissance de 50 % de celle du témoin, 
représente une valeur plus exacte. En pratique, 
cependant, on recherche simplement la CMT {car 
sa lecture peut se faire à l'ail nu selon la technique 
employée]. Si l'anubiotique disparait de la cul- 
ture, les bactéries en phase de bactériostase 
reprennent rapidement leur croissance. Avec cer- 
tains antibiotiques, la croissance peut ne reprendre 
qu'après | à plusieurs heures : 11 y à un effet pos- 
tantibiotique (EPA). Le rublecu VS donne les 
valeurs de CMI de souches normales. 

Dans la zone de bactéricidie, le nombre de survi- 
vants diminue plus ou moins fortement selon la 
nature de l'antibiotique testé. La concentration 
minimale bactéricide, ou CMB, est la plus petite 
concentration aboutissant à une destruction notable 
de l'inoculum bactérien (par définition, 0,01 % de 
survivants). Elle peut être comparée avec intérêt à la 
CMI afin de mieux connaître l'effet antbacténen de 
cet antibiotique. Ces deux valeurs, CMI et CMB, 
sont proches pour les antibiotiques dits bactéricides 
etéloignées pour les antibiotiques bactériostatiques. 


4.3.3.1. Principes généraux 


Toutes les méthodes ont pour objet de définir 
in vitro l'antibiotique le plus actif sur un germe, 
donc celui qui a le plus de chances de guérir le 
malade infecté par ce germe. Elles doivent tenir 
compte d'un certain nombre de facteurs suscepti- 
bles de modifier l'activité antimicrobienne, qui 
sont propres à l'antibiotique, à ses propriétés, au 
milieu et à la bactérie. 


* L'antibiotique. I! doit être stable et conser- 
ver son activité au cours du test. À la température 
de 37 °C, habituellement la plus favorable à la 
croissance microbienne, certains antibiotiques la 
perdent : ainsi, en 24 heures à pH 7,0, la chlorté- 
tracycline est détruite à 80 %. Le pouvoir de dif- 
fusion de l’antibiotique joue aussi un rôle capital 
au cours de la mesure en milieu solide (la poly- 
myxine diffuse mal en milieu gélosé). 

* Le milieu. Il doit avoir une composition 
rigoureusement définie permettant une reproduc- 
tion fidèle des résultats. Les milieux contenant du 
sang où du sérum stimulent assez fortement la 
croissance bactérienne. Sauf nécessité, ils ne sont 
pas les plus indiqués, car ils peuvent mhiber l'acti- 
vité antibiotique. Le glucose augmente celle de la 
pénicilline et diminue celle de la streptomycine. 
Le pH est sans doute un des facteurs les plus 
influents (fig. V.221 Le pouvoir optimal de cha- 
que antibiotique est conditionné par un pH 
oplimal : la pémcilline est la plus active en milieu 
acide, à pH 6,6 ; la streptomycine l'est davantage 
en muheu alcalin puisqu'elle est O0 fous plus 
active à pH 7,4 qu'à pH 6,0. Au cours des mesu- 
res, on choisit le pH neutre (en fait Le plus proche 
possible de l'organisme où le résultat sera appli- 
qué). 

+ La bactérie, Le nombre de bactéries mises 
au contact de l'antibiotique devrait toujours être le 
mème. En milieu solide, les zones d'inhibition 
observées autour des sources d'antibiotique sont 
inversement proportionnelles à l'abondance de 


Tableau V.8 - Valeurs des CM. (en ug-mL°!} de souches normales fd'aprés Chabbert). 





| Fémicilline Ci 
Ampicilline 

| Céfalotine 

| Céfuroxime 

| Céfotuxime 
Stepomycine 


Q,01-0,06 
0,03-0,12 
0,1-0,5 


CS 0, C2 
OUT -Ah,4 
0,1-0,2 
0.016-0,032 
OU 0,5 
13-50 
12-60 
1.5-6 
(,15-1,5 
001-004 
01,5-64 


Éanamycine 

| Chloramphénicol 

| Tétracycline 

| Ervihromycine 
Sulfadiazine 
Polymyxine 


(LOI-LO 





0,25-2 


0,5-4 
l 
Q01-01,2 
1-4 2-16 
; = 


Les valeurs supérieures à 128 pig - mL! signifient que la souche est considérée comme résistante. 
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des méthodes de dilution et de diffusion. Des 
expériences parallèles réalisées avec des souches 
variées (une centaine environ) et des souches de 
référence permettent de déterminer, pour chacune, 
d'une part la valeur de la CM (méthode de drlu- 
ion) et, d'autre part, le diamètre d'inhibition 
(méthode de diffusion). Les points obtenus sur 
pamer semm-logarithmique {les diamètres sont 
portés sur les ordonnées arithmétiques et les CMI 
sur les abscisses loganthmiques) permettent de 
tracer une droite donnant, pour tout diarnètre de 
zone d'inhibition déterminé expérimentalement, 
la CM correspondante ff, V.231 

Les techniques les plus courantes sont celle de 
Chabbert (Institut Pasteur) et celle de Bauer et 
Kirby (États-Unis). Elles doivent être réalisées 
dans des conditions strictement standardisées afin 
d'être reproductibles. En plus des conditions déjà 
précisées (voir $ 4.3,3.1.), il convient de veiller 
tout particulièrement aux facteurs suivants : 

- la nature du milieu de culture, Le milieu 
recommandé par l'OMS est le milieu de Mueller- 
Hinton qui sera préparé avec soin (en particulier 
pour Le pH) et qu sera coulé en couche de 4 mm 
d'épaisseur (pour obtenir une diffusion toujours 
identique) : 

= la nature du disque d'antibiotique, On se 
sert, dans l'immense majorité des cas, de disques de 
papier-filtre neoureusement standardisés et impré- 
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Fiqure W.23 - Courbes de concordance. 


Elle était, pour un antitiique donné, une réluion entre les 
CM détermenses par la méthode dé rélérénes el les damétrés 
des zones d'inhibition (d'acrés JF. Gueho ei G Leca, Tech 
ques de l'antbiogramme, Cosron 1993 %° 3 LPEMIL 


gnés d'une quantité calculée d'antihiotique. Cette 
quantité doit être telle que, pour un germe test, ke 
diamètre de la zone d'inibition ne soit pas supé- 
rieur à 30 où 35 mm. [ faudra tenir compte de plu- 
sieurs facteurs tels que la nature dé l'antibiotique, sa 
vitesse de diffusion, son taux thérapeutique, etc. : 

- la nature de l'inéculum, La souche dot 
être pure et jeune (culture de 18 heures) ; on utili- 
sera une concentration de germes de l'ordre de 
1 UFC-mL-! : 

- le temps de préincubation. I faut Eusser à 
l'antibiotique le temps de diffuser dans la gélose 
avant de permettre aux germes de se multiplier (en 
routine, cette opération est le plus souvent omise),. 

La technique consiste à étaler uniformément sur 
le milteu un inecrdnunm modéré de bactéries de telle 
sorte que, après culture, elles forment des colonies 
isolées (non confluantes)., Aussitôt après l'ense- 
mencement, les disques d'antibiotiques choisis 
sont déposés à équidistance à la surface du milieu, 
Aprés incubahon durant 16 à 24 heures, un exa- 
men attentif des boîtes de Pétri révèle l'impor- 
tance de linbibition. La mesure du diamètre dé la 
zone d'inhibition peut être convertie en CMI à 
l'aide de graphiques ou courbes de concordance 
expnmant là relation entre ces deux valeurs. On 
compare ensuite la CM au taux thérapeutique. 

Les concentrations en antibiotiques qu'il est 
possible d'obtenir dans l'organisme se définissent 
par une zone des taux thérapeutiques délimitée par 
deux valeurs critiques exprimées en ue -mL E 

- la concentration critique inférieure, qui 
coréspond au taux sanguin moven obenu aux 
posologies habituelles ét qui ést supportable sans 
danger particulier pour l'organisme ; 

- la concentration critique supérieure, qui 
correspond au taux sanguin maximal obtenu par 
l'administration de fortes doses. 

Ces valeurs critiques délimutent les catégories 
(sensible, intérmédiare, résistant) : 

- germe sensible. La CMI de l'antibotique 
pour Le germe est plus Buble que la concentration 
cnüuque inténeure ; la souche pourra être attenté 
par un trañtément par voie générale et à dose 
usuellé ; 

— germe de sensibilité intermédiaire, La CMI 
étant à l’intérieur de la zone des taux thérapeuti- 
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ques (entre la concentration critique inférieure et 
la concentration critique supérieure), la souche 
sera atléinté soit par une posologie élevée par voie 
générale, soit par un traitement local, soit dans un 
compartiment (sang, liquide intracellulaire, tissu 
adipeux, etc.) où l'antibiotique se trouve physio- 
logiquement concentré ; 

- germe résistant. La CMI est plus élevée que 
la concentration cntique supéneure, la souche né 
peut pas être atteinte quels que soient la dose et le 
type de traitement employés ; autrement dit, une 
souche est résistante in vivo lorsque la concentra- 
tion d'antibiotique qu'elle est capable de supporter 
est notablement plus élevée que la concentration 
qu'il ést possible d'atteindre au mvéau du foyer 
infectieux (OMS) TT faut bien distinguer cette résis- 
tance clinique (corrélative d'un échec thérapeuti- 
que par rapport au malade) de la résistance absolue 
à l'échelle microbienne car, in vitre, la croissance 
du germe pourra être inhibée. Cette résistance de la 
souche peut être naturelle ou acquise. 


4.3.3.4. Antibiogrammes automatisés 


Des appareils permettent une certaine automa- 
uisation et une meilleure standardisation de l'anti- 
biogramme ; tous utilisent un milieu de croissance 
liquide où la densité microbienne obtenue en pré- 
sence d'un antibiotique est mesurée au photomè- 
tre puis comparée à celle d'une culture témoin. 
Les uns, comme l'autobac (General Diagnostic)et 
le MS$2 (Abbott), améliorent le temps de réponse 
qui est compris entre À et 5 heures : les autres 
(Abac-APT system) nécessitent un délai normal de 
1$ heures. 


4.3.3.5. Etude des associations 
d'antibiotiques 

Souvent, dans les cas d'infection grave (septicémie, enmdo- 
cardite), on recherche des associations d'antimotiques bacté- 
acides pour éviter l'apparition d'une éventuelle résistance ct 
dénuire tualement le over infectieux. 

Les antibiotiques peuvent Être classés en 2 groupes. 
L'action d'une association de 2 antibiotiques peut être : 

- supérieure à l'action de chaque antibiotique isolé, il y a 
synergie Égr D + gr}: 

- éele à l'action de chaque antibiotique isolé, al y a indif- 
férence {gr 1+gr1i: 

— inférieure à l'action de chaque antibiotique 1s0ké, 1 y a 
amagonisme (gr | + gr 2}. 


Pour étudier l'effet d'une association d'antibiotiques, on 
utilise soit une technique en milieu liquide (on réalise une 
série de dilutions variables des 2 antibiotiques). soit une tech 
nique de diffusion sur gélose (plus rapide et plus simple) : on 
fait diffuser Les antibiotiques à partir de 2 bandes de papier- 
Bilere imprégnées et disposées à angle droit (méthode de rvpe 
Chabberti et l'on observe directement l'effet de l'association 
(fig. V.34), On peut envisager les éventualités suivantes : 

- une association de 2 antibiotiques hacténicides a une 
chance d'être synergique : 

- Uné association d'un antibiotique bacténostatique ct 
d'un antibiotique bactéricide nisque d'Ètre antagoniste ; 

- uné association de antibiotiques bactériostatiques est 
le plus souvent indifférente. 

En associant Les antibiotiques, le clinicien visera l'un des 
objectifs suivants : 

- obenir une bactérostase plus rapide ou transformer une 
action hacténostatique en action hactéricide : 

- élargir le spectre d'activité (dans le cas d'infections 
multiples) :; 

— retarder où empêcher l'appantion d'une résistance ; 

- supprimer les effets secondaires ou toxiques (par dimi- 
aution des doses administrés) ; 

- atieindre différents foyers d'infection par l'emploi 
d'antibiotiques aux affinités ussulaires différentes. 

Dans les infections graves (septicémie, endocardite, cte.), 
on utilisera habituellement des associations synergiques, 
donc plus puissantes, et Le plus souvent bactéricides, Lin trai- 
tement fondé sur ire association d'antibiotiques peut toute 
fois conduire à un échec dû à un antagomisme qui n'aurait pas 
été détecté où connu (pémicillins + chloramphénicol}, ou à 
une résistance croisée (si Z'antibiotiques sont connus pour 
présenter une résistance croisée, lorsque l'un paraît inactif 
l'autre be sera aussi, ou encore à l'addition de certains effets 
uniques. Une bonne connaissance des mécanismes d'action 
permet souvent de prévoir et d'expliquer les antagonismes. 
Ans, dans l'antagonisme péncilliné-chloramphénicol, on 
sait que la pémclling inhibe la symthèse de la pare mais 
n'affecte pas le métabolisme général, ce qui doit conduire à 





addition é-Antegonieme 


b- Synergie 


Figure V.74 - Effets de l'action conjuguée de deux anti- 
biotiques (AB, et AB.) sur une souche sensible. 


a : effet d'adidition Île plus courant) ; 

b ‘effet de synergie De plus miéressan) : l'acton de chaque 
antibiotique ét augmentée par là présence de l'autre antibscii- 
que ; 

G : effet antagoniste idangereux pour le malade), les affets des 
deux antibiotiques s'annulent, 


l'éclatement des bactéries : mais le chloramphénicol, en Érei- 
nant ba synthèse des protéines, empêche la croissance et donc 
la lysc des bactéries. 


4.3.3.0. ConCiusion 


Touies les techniques qui viennent d'ére décroiss concer- 
nent l'activité de l'antiaotique de vitro. La transposition des 
résultats de vive repose sur le principe selon lequel les réac- 
tions des bactéries vis-à-vis de l'antibictigue me différent pas 
dans les deux cas et que les conditions de leur croissance (pH, 
pression cemotique, oxvpénation, malières organiques, ete.) 
sc approninalivemen semblables. 

Par alleurs, usage des antiiotiques en thérapeuuque 
euige de bien connaitre leurs propriétés pharmacologiques 
(péétation, diffusion, éhinaton) ét leurs effets toxiques 
par des études sur l'animal. EE faut enfin tenir compté du ter- 
raln, c'est-à-dire du malade lui-même, de se tolérance «ti de 
ses insuMisances rénales, respiratoires, cardiaques, Etc.h 


4.3.4. Antibiotiques et conservation 
des aliments 


Dans l'industmé ahmenture, sl est quelquetors 
nécessaire d'employer des antibiotiques. Leur uti- 
lisation est soumise à une législation, donc à une 
houtaton, Les principaux antibiotiques employés 
comme conservateurs alimentaires sont la nisine, 
la subtiline, la pimancne et la tylosimne. 


 Misine. C'est Le nom collectif d'un grouge de polypepti- 
des parmi lesquels on peut distinguer les nisanes 4, 8, Cet D, 
produites par $tr. lactis, La nisine est active sur les espèces 
des genres Srepococcns, Bacillus, Corvrehacteriumn, Cles- 
rdiues, Lactobelus Elle a été utilisée bout d'abord au 
cours de la préparation des fromages pour prévenir des fer- 
mentations indésirables et, en particuleer, la fermentation 
butynique. Son emploi commé préservateur dans dé nor 
breux tepes de conserves s est assez largément répandu, 

* Subüiline. La subaline est un antibiotique dé nature 
polvpeptdique tolé de souches sélectionnées de Æ serbrilés. 
Son activité s'excroc surtout vis-à-vis des bacillés à Gram 
positif et de certains bacillés à Gram négatif, Son action spo- 
rostatique La fait uüliser dans les conserves pour prés enr lu 
cermeination des spores et le développement des Clasrridiunr 
pathogènes (OL bordée 

“ Pimaricine, olé de Srrez notalensis, cet antitiotique 
passe une structure qui lapparcnte au groupe des mscrolt- 
des. Son activité est fongistatiqué ét fongicide dans une large 
saone de pH êde 3 à 94 et à des concentrations faibles, Son 
addition à de nombreux produits alimentaires (fruits, bégu- 
mes, jus de fruits, fromages) donne d'excellents résultats sans 
modifier leurs qualités. 

* Tylosine, Cet antibiotique a été assez récemment décou- 
vert (9611. 1Esst produit par des souches de Sr, fraise, Son 
hydrolyse donne naissance à un sucre, le mycarose, et à la des- 
mycosine, un antibiotique de structume complexe et de même 
acuvité. La tylosine estactive sur les bacténes à Crram parsitit, 
certes bactéries à Gran négaut et Les bacilles acidorésis- 
Cents, Soû pouvoir sporicile permettant de réduire les tempé- 
ralures de traitement de certaines conserves. 


5. Résistance aux agents antimicrobiens 


La résistance dés micro-organismes vis-ä-vis 
des agents destinés à les combattre pose de graves 
problèmes, surtout dans le domaine médical et, 
plus particulièrement, en milieu hospitalier où, 
souvent, 99 % des souches isolées présentent des 
résistances. Depuis Là fin de la Seconde Guerre 
mondiale, la résistance aux antibiotiques apparait 
comme une évolution inéluctable, La résistance 
peut être constitutive du germe où acquise par lui 
au cours de son développement. 


5,1, Phénomène de résistance 


Pour qu'un antibiotique soit actif, un certain 
nombre dé conditions doivent être remplies : il 
doit, en premier lieu, pénétrer dans la cellule : il 
doit ensuite rencontrer le récepteur ou la cible 


moléculaire de son action pour li modifier ou là 
perturber ; enfin, au cours de son contact avec la 
cellule, if ne doit subir aucune transformation sus- 
ceptible de l'inactiver. 

Ainsi, un micro-organisme est dit résistant lors- 
que, pour l'une des raisons évoquées, 1l est capa- 
ble de se développer en présence d'un taux d'anti- 
biotique significativement plus élevé que le taux 
habituel. La notion de résistance clinique, elle, 
est corrélative d'un échec thérapeutique ; elle n'a 
qu'une sigmfication arbitraire, par rapport au 
malade ; elle n'a aucun sens à l'échelle micro- 
bienne. 


5.1.1. Déterminisme génétique 


Un micro-organisme peut présenter une résis- 
tance naturelle vis-à-vis de certains antibiotiques. 


] 


Il s'agit d'un caractère chromosomique qui cor- 
respond à une propriété de l'espèce et qui peut être 
retenu comme critère d'identification. Les Kleb- 
siella, par exemple, sont toujours résistantes à 
l'ampictilhine. Cette propriété génétique sera trans- 
mise de génération en génération (sauf mutation). 

L'expression de la résrstance est un phénomène 
contrôlé génétiquement. Le caractère de résis- 
lance est gouverné par dés gènes localisés dans 
deux types de molécules d'ADN : le chromo- 
some, vecteur des propriétés hérédiiures du 
micro-organisme, et des éléments extrachromo- 
somiques étrangers où plasmides, que peut acqué- 
ir a bactérie par un mécanisme de transfert tel 
que la transduction où la conjugaison. 


5.1.1.1. Résistance chromosomique 


Dans toute population bactérienne suffisam- 
ment important, séngiblé à une concentrahon 
donnée d'antibiotique, il existe naturellement des 
cellules qui sont, au contraire, résistantes à la 
mème concentration de l'antibiotique : ce sont des 
mutants. Les mutations ont des caractères très par- 
hcuhérs qu sont étudiés au chapitre VI 

Ce sont des événements rarés. Le taux de muta- 
tion varie de 1.107 à 1107 Il dépend tout 
d'abord de l'antibiotique : il est particulièrement 
élevé avec la streptomycine. les rifampicines, 
l'acide nalidixique, l'isoniazide, Il dépend aussi 
de l'espèce microbienne, Le nombre de mutants 
risque d'être d'autant plus élevé que la population 
considérée est grande (infections localisées, gêné- 
ralisées). 

La mutation est un phénomène spontané et plu- 
sieurs types d'expérimentations le démontrent. 
L'antibiotique n'intervient que comme agent de 
sélection en éliminant les populations sensibles et 
en laissant subsister et croître les mutants résis- 
tants. La vesse de sélection dépendra essentiel- 
lement du milieu où se déroule le phénomène : 
dans les infections urinaires par exemple, l'urine 
étant un véritable bouillon dé culture, les mutants 
résistants peuvent remplacer la population sensi- 
ble en l'espace de 24 heures. 

L'événement est spécifique et indépendant. Le 
mécanisme de résistance étant d'ordre biochimi- 
que, la résistance s'applique à tous les antibioti- 
ques d'une même famille : aminosides, macroli- 
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des, etc, C'est ce qu'on appelle la résistance 
croisée. Pour des antibiotiques de familles et donc 
de compositions très différentes, la résistance est 
au contraire indépendante : la mutation conférant 
la résistance à un antibiotique À se produit indé- 
pendamment de l'antibiotique B. Cela signifie en 
clair que si la fréquence de mutation pour les deux 
antibiotiques À et B est respectivement de 1.10 et 
11077, elle sera de L.107È pour les deux antibio- 
tiques associés. On comprend, dès lors, l'intérêt 
considérable en thérapeutique d'empêcher ou de 
hinuter l'apparition de mutants. On tente d'y par- 
venir en introduisant et en maintenant dans l'orga- 
nisme un niveau élevé de produit ou, mieux encore, 
en utilisant des associations d'antibiotiques. 

Le phénomène revêt divers aspects selon l'anti- 
biotique, Avec la streptomycine, la résistance sur- 
vienten une seule étape. On la qualifie de résistance 
en un seul échelon : dans une population mise au 
contact dé la streptomyciné apparaissent én même 
temps plusieurs types de mutants ayant d'emblée 
une faible, une moyenne ou une très haute résis- 
tance. Avec d'autres antibiotiques comme la pén- 
cilline et le chloramphénicol, la résistance se pré- 
sente en multiples échelons. Les mutants du 
premier échelon ont une résistance modérée puis, 
dans cette population de mutants, sont sélectionnés 
des mutants de deuxième échelon ayant une résis- 
tance plus élevée, ete. À chaque étape, les mutants 
qui apparaissent sont résistants à des concentra- 
uons dé plus en plus fortes d'antihiotique. 


5.1.1. Hésistance extracromOosomiqUue 


L'apparition, en clinique, de bactéries résistant 
simultanément à plusieurs antbiotiques à conduit 
les bactériologistes à reconnaitre un autre type de 
résistance : celle contrôlée par des éléments extra- 
chromosomiques ou plasmides. Leur étude a été 
envisagée dans le chapitre [IL Ce mode de résrs- 
tance a été découvert par des chercheurs japonais 
surpris de voir se manifester dans leur pays, entre 
1951 et 1962, une recrudescence importante de 
dysentene bacillure. Cette maladie paraissait 
pourtant définitivement vaincue depuis 1948 à la 
suite de l'utilisation des sulfamides. Les Shigella, 
antérieurement sensibles aux agents chimiothéra- 
peutiques, se montraient multirésistantes, dans 
une proportion pouvant atteindre 40 %, aussi bien 


Hidden page 


Hidden page 


que. Une production accrue de la cible de l'anti- 
biotique faisant en sorte que la concentration 
active de ce dernier ne soit plus atteinte est égale- 
ment une réponse possible dé la cellule. 





5.9. Évolution de la résistance 


5.2.1. En médecine 


L'appañtion de la résistance (fig, V.26) a de pro- 
fondes incidences en médecine puisqu'elle peut 
être la cause d'échecs thérapeutiques ou de rechu- 
Les. 

Son rôle est aussi néfaste en épidémiologie puis- 
que les germes ayant acquis cette résistance au 
cours d'un tratement peuvent être transmis d'un 
individu à un autre, Ses manifestations sont variées 
parmi les micro-organismes : certains, comme les 
Sraphylecoccrs ou les coliformes, deviennent rapi- 
dément résistants, d'autres, comme les Sireptacac- 
cus ou les pneumocoques, acquièrent plus rarement 
la résistance. L'isolément de bacténes « résistantes 
à tout » devient une réalité quotidienne dans cer- 
tœins secteurs hospitaliers dits à haut risque, Une 
antbiothérapie mal adaptée, lavonisant la sélection 
de mutants résistants où la propagation de plasmmi- 
des, en est la cause évidente. 

Pour illustrer ces problèmes, examinons le cas 
bien connu de la résistance des Sraphylococcns et 
de son évolution au cours dé l'utilisation dés anti- 
biotiques. Dès l'apparition de la pénicilline, les 
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Figure V.26 - Date d'apparition de quelques résistan- 
ces microbiennes. 


médecins sont surpris de constater une augmenta- 
tion progressive des souches de Sraphylococcres 
résistantes alors que leur résistance naturelle est 
exceptionnelle, En 1946, 14% des souches sont 
résistantes, en 1947, 38 G et, en 19$0, la majorité 
des souches ont acquis une résistance. Cette ten- 
dance est beaucoup plus prononcée dans les col- 
lectvités hospitalières, dans les crèches ét les dans 
écoles que dans les foyers individuels ou encore 
en zone rurale. 

La mise au point de pémollines semi-synthéti- 
ques, résistantes aux pémcillinases, ainsi que celle 
des dérivés de la céphalosporine € a été suivie 
d'une évolution comparable, Cette résistance croi- 
séc touche actuellement plus de 40 % des souches 
isolées en milieu hospitalier. Ce phénomène, non 
spécihique aux f-lactamines, conceme aussi la 
streptomycine, le chloramphénicol, la tétracycline 
et la kanamycine, antibiotiques qui, parallélement 
à leur utilisation thérapeutique, ont vu successive- 
ment uné diminution progressive de leur efficacité. 
La gentamycine et la tobramycine, longlemps uti- 
hsées comme antibiotiques de première inténtion 
dans le traitement des staphylococcies, sont actuel- 
lement moins efficaces, surtout depuis la sélection, 
à parur de 1995-1976, de souches portant des plas- 
mides de résistance, L'emploi plus modéré de la 
fosfomycine, de la novobiocine, de l'acide fusidi- 
que et de la rifampicine, en limitant la sélection de 
mutants résistants, semble être à l'origine du main- 
uen de leur efficacité sur Sr, arereux, Dans ces con- 
ditions, les molécules actives vis-à-vis des Sraphiy- 
lococcus deviennent limitées en nombre. Il s'agit 
surtout des synergistines, de la fosfomycine et de la 
vancomyCIné, 

Les degrés de résistance sont cependant très varia- 
bles d'un groupe de micro-organismes à l'autre. 


5.2.2. Effets secondaires 
de la résistance 


L'anibiothérame par voit générale peut entrainer des 
modifications profondes au niveau des flores microbiennes 
mixies de certuns organes : du dhino-phervnx ou du tube 
digestif. Les conséquences en sont Micheuses, quelquefois 
graves, Ainsi, dans l'intestin, cohabitent de nombreuses cspé- 
ces qui ont un rôle propre et qui assurent, par exemple en syn- 
thétisant dés facteurs de croissance, un certain équilibre bio- 
logique. L'éliminaton des espèces sensibles à la suûte d'un 
traitent conduit à un déséquilibre et à des troubles digestifs 


lil 


généralement rmneurs. Ce syndrome a souvent été décrit sous 
le nom de harrhèe par antbiotique., Une espèce dangereuse 
peur tre sélectionnée. s'agit de CT. difficile, responsable de 
la colite pseudo-membraneuse par production d'une toxine 
cs iolstique. 


5.2.3. Écologie des facteurs 
de résistance 


La nature plasmidique de ls nésistance à été observée pour 
la plupart des antinotiques majeurs où à large spectre, Les 
acteurs de résistance se rencontrent chasz dk très nombreuses 
espèces bactériennes hébergées osturellement par l'homme 
ou l'animal (fores imtestinales, rhioophanmeées, etc Ts 
sont communs chée toutes les entérobactéres, Qu les ele 
chez les Psendemenas, Les Aeromones, les Wibrons, les Pas- 
reuredle, ete, La résiétance, si fréquente chez les Sraphrlocec- 
cas, #1, dans la quasi-toalné des cas, d'angine plasmidique. 

La menace que représente l'évelution du phénomène de 
résistance st directement éc au pouvor nlecteux des plas- 
mides chez l'homme, l'animal et dans leur envirennement, 
Pour s'en rendre compte, 1 est nécessaire d'analyser et de 
casser ces plasmides af d'en reconnaitre Ka diffusion et 
lexiension, Dans certains cas É4, pañae), bes types plasmi- 
diques paraissent relativement spécifiques. Dans d'autres, au 
contraire, 118 sont isolés très communément parmi les emtéro 
bactéries et peuvent donner naissance à de véritables épidé- 
mies plasmidiques, 

La propagation de ces plasmides, très étudiée dans les flo 
res Haidbts co dirnabés, ést ins bién connue dans Pense 
rannement. À cet égard, l'eau. milieu universel, peut jouer un 
rôle Éétninemment favorable ou défavorable. La plupart des 
éudes mettent en évidence une certaine accumulation des 
bactéries résistantes dans le milieu aquatique, Ainsi Le taux 
des entérobactéries résistantes, qui se situe aux environs de 


0,1 à 1 % clans les matières fécales humaines en l'absence de 
traitement antibiotique, serait dé 10% dans les eaux usées, de 
SÛ % dans les eux de surface et de plus de 80 6% dans bes éanix 
d'alimentation. Ces taux pourratent traduire l'existence d'une 
fonte pression sélective dans l'environnement aquatique. 
Diverses d'hypolhèses sotit avancées pour l'expliquér : avan- 
age SÉlecut des bactéries résistantes car multirésistantes aux 
antibiotiques ét à certains métaux lourds : possibilité de trans- 
fert des caractères de résistance d'une souche à l'autre : pré- 
sence dans Le milieu d'entérobacténes autechtones résistantes 
aux antiioliqués. Ces hypothèses aomt restées jusqu'à pré. 
sent purement spéculatives. 

La résistance aux antiiotiques s'accompagne souvent 
d'une résistance aux mélaux lourds, ce qui pourrait expliquer 
leur prédominance dans les rejets industriels (toxiques). Ces 
bactéries résistantes sont capables d'opérer des transéorma- 
none chimiques (méthylatont à partir des métaux toxiques 
comme Le mercure, le cacdmium, Le plomb, l'étain, La forme 
méthvlée du mercure, qui s accumulé dns les chaînes booba 
giques marines jusqu'aux poissons, est de 50 100 fois plus 
toxique que la forme inorganique enitiale (Hg. Il serait du 
plus grand intérêt de découvrir les mécaniames de ces phéno- 
mènes pour mieux comprendre la toxicité dés milisux aqua- 
tiques et y porter remède, 

Pour éviter l'extension de ces phénomènes de résistance en 
clinique, il convient d'adopter une politique rigoureuse d'uti- 
lsation des antiietiques : 

— imiter au act ruinimun l'antiiothérame préventive : 

- opérer un choix pudicieux de l'antihiotique actif en Uné- 
rapeutique, de préférence à spectre Stroil 

= éviter l'abus des assncialons d'antibioliques not Jus6- 
Hiées homms pour les infections graves), 

- prescrire plutôt lanubintique le plus ancien pour garder 
en réservé les molécules plus récentes destinées aux cas era- 


ves 


6. Notion sur les antifongiques 


6.1. Généralités 


De toutes les infections microbiennes de 
l'homme, les mycoses, et plus particulièrement kes 
mycoses profondes, sous-cutanées ou viscérales, 
restent encore celles dont l'évolution, souvent 
chronique ét parfois mortelle, est la plus difficile à 
modifier, Devenues très préoccupantes, elles exi- 
gent des médications antifongiques efficaces, 
douées d'effet fongistatique et fongickle, diffu- 
sant parfaitement dans les tissus, faciles à admi- 
mistrer et bien tolérées. Parmi les milliers d'agents 


ll 


antlongiques acuËs én vitre, ès peu lé sont 
in vive du fait de leur mauvaise diffusion ou de 
leur toxicité, Pour être active, la substance doit 
d'abord traverser la pare cellulaire constituée de 
chitine, de polyosides, de phospholipides et de sté- 
rols (absents chez les bacténés), Par ailleurs, 
l'organisme réagit à l'agression fongique par la 
formation de cellules géantes et d'une zon de 
fibrose autour du champignon. Enfin, certaines 
mycoses connaissent des localisations profondes 
dans des ternitoires peu vascularisés et difficile- 
ment accessibles comme le tissu nerveux (Crrp- 
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mans, pathogènes dimorphes infectieux sous 
forme de levures. 

* La griséofulvine (Davies, 1980, d'abord 
commercialisée comme fongicide (1939 pour les 


végétaux fig, (27) C'est un métabolité de cer- 
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Figuré V.28 - Antifongiques synthétiques. 


8 :totraltate ; D: flucytosine ; ©: clofnimazole : d':maconazos. 
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lains isolats de Penicillium spp. (is. Faut et 
notamment de Pe. griseofulvum, d'où elle tire son 
nom. Elle mbube la mitose en imtertérant avec la 
protéine associée aux microtubules, empêchant 
ainsi l'assemblage et la fonction normale du 


OH © CM 


microtubule. Parmi les champignons pathogènes 
pour l'homme, elle inhibe uniquement les mem- 
bres des genres Epidermoplhivton, Micraspornm et 
Trichiphyton. Elle reste un agent utile pour le trai- 
tement des teignes du cuir chevelu. 

* L'amphotéricine B (Gold et al, 1956), con- 
sidérée actuellement comme « Le » traitement chi- 
miothérapeutique intraveineux majeur des infec- 
tions fongiques profondes. Appartenant comme la 
nystatine à la famille des polyènes, elle a été 
retrouvée dans Les filtrats de culture provenant de 
Stm. nodesus, associée à une auire molécule 
moins efficace, l'amphotéricine À (frg. V.281, 
Son efficacité s'est avérée près de 10 fois supé- 
rieure à celle de la nystatine, et ce sans augmenta- 
tion concomitante de la toxicité lors de son admi- 
mistration intraveineuse à des animaux. $on 
spectre englobe la plupart des espèces pathogènes. 
Cependant, son utilisation reste associée à des 
effets secondaires indésirables (toxicité rénale 
notamment), 

* Les antifongiques synthétiques (fig. 281. 
Le tolnaftate (breveté en 1963), de spectre limité 
aux dermatophytes, est un inhibiteur de la voie de 
biosynthèse des stérols. La flucytogine, imtiale- 
ment connue comme agent cytostatique antican- 
céreux, est un inhibiteur de la synthèse de l'ADN 
et de l'ARN. Les imudazoles (clotrimazole, mico- 
nazole), à spectre très large, sont des inhibiteurs de 
la déméthylation du lanostérol en ergostérol, acti- 
vité favorisée par leur affinité de liaison spécifi- 
que au cytochrome P4S$O des champignons plutit 
qu'à ceux des mammifères. Les allyamines (naf- 
tifine, terbinafine) (fig. 29) à spectre très large 
(dermatophytes, Candida spp., moisissures], sont 
hautement efficaces contre les dérmatophytoses. 

° Les nouveaux antifongiques d'origine 
naturelle. Ce sont tous, pour l'instant, des pro- 
duits de fermentation. Ainsi, les échinocandines, 
lipopepüdes cycliques produits par des isolais 
d'Aspergillus, les nikkomycines, métabolites de 
Sim. tendae, nucléosides peptides inhibant la syn- 
thèse de la chitine chez Candide spp.. Blastomv- 
ces dermatitidis notamment, les pradimicines, 
dérivés de l'antibiotique pradimicine À, métabo- 
lite produit par Actinomadura hibisca, formant 
des complexes avec les polysacchandes de man- 
nane de la paroi cellulaire fongique. 
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Figure V.29 — Naftifine et terbinafine. 





Figure Ÿ,30 - Penicillium. 
dec l'amable autareaton de M Kat, Merise. 


6.3. Résistance antifongique 


Pendant de nombreuses années, aucune sur- 
veillance systématique des tendances à la résis- 
tance n'a été mise en place. De même, peu 
d'efforts ont été consentis afin de standardiser 
les méthodes de détermination de la CM. C'est à 
partir dés années 1980 et de l'émergence de 
Ca, lusitaniae comme résistant à l'amphotéri- 
cine B que des études sérieuses sur la résistance 
aux antifongiques ont commencé à Être menées. 
Ainsi les premiers isolats de Ca. alhicans résis- 
tants au kétoconazole ont été identifiés et la résts- 
tance croisée de ces souches à d'autres azolés à 


lt 
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AUTO-ÉVALUATION ET EXERCICES 


(BA SAVEZ-VOUS VOTRE COURS ? 


1, Définir et classer les agents antimicrobiens. 

2 En fonction du temps, quelle est l'évolution d'une 
population microhienne soumise à l'action d'un agent anti- 
macrobien ? 

3 Donner une définition de la stérilisation et de la sta- 
bilisation d'une denrées où d'un milieu. 

4. Décrire les procédés de stérilisation par la chaleur 
humide et la chaleur sèche. 

5. Expliquer comment sont déterminés les barèmes che 
stérilisation et de pasieurisation, 


4 EXERCICES ET PROBLÈMES 


1. Compléter les propositions suivantes. 


D Lim est l'opération qui a pour objet de tuer 
2." Uonuhieu est dit... lorsqu'il contient des 
MiCTO-Organismes. 

3 Une substance BA ne 
D lorsqu'elle possède la propriété 
d'inhiber momentanément la................... ces bactéries 
ou des champignons. 

4. Une substance est... lorsqu'elle détruit totale- 
ment les bactéries, si elle détruit les champi- 
OR nn memeiten dans le us des virus. 

&  Onappelle.…...…...… (Fi le temps requis (entre 1OK) 
ei 130 °C} pour obtenir une... cective. 


7  L'inhibition compétitive est le mode d'action antibux- 
térien de certaines substances appelées... 
RE FRERES est un procédé récent surtout appli- 
qué au lait pour obtenir une longue conservation. 

9 Les antibiotiques sont susceptibles d'être dégradés 


De 
A re rue est une enceinte métallique hérnié- 
tiquement close dans laquelle on chauffe... pour 


faire agir de la... 
11. On peut grouper Les antibiotiques en fonction de 
leur 


6 Décrire un dispositif de filtration, en donner les prin- 
cipales indications. 


7. Expliquer l'action antimicrobienne des rayons ultra- 
violets, P et 


8. Décrire des exemples d'applications dans les indus- 
nés agroalimentaires et pharmaceutiques. 


9, Définir les termes « antiscpsie » et « désinfection ». 


10. Classer les antisepliques et les désinfectants en fonc- 
ton de leur mode d'action. 


LEURS TRES EU Se non sont 
caractérisées par un Cycle... qui inhibent la syn- 
thèse de la... 


+, Indiquer siles propositions sulvantes sont 
vrales ou fausses. Si une proposition est 
fausse, le justifier. 


1. Si 10 minutes d'auoclave à 130 °C suffisent pour sté- 
nier un milieu, tout milieu traité dans les mêmes condi- 
Lions Séru slérilé. 

Z Un produit UAT est stérile. 

3 Les ravons UV ne peuvent sténliser que des malieux 
transparents sur une faible épaisseur. 

4 L'eau de Javel perd son activité à l'usage. 

5, Le savon est bacténcide. 

6 Lo fumigation eat la meilleure façon de désinfecter 
uné pièce, 

7. Tous les antibiotiques découverts sont utilisables en 
thérapeutique. 

# La CMB correspond à une destruction partielle des 
mic ro-Organismes. 

4  Letraitement avec un antibiotique d'une souche résis- 
tante par plasrnide est plus difficile que si la résistance est 
d'origine chromosomique. 

10. On peut réaliser un antibiogramme en 3 heures. 
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Il 


N° tube û 


Concentration Ù 
én antbiotique 


G,5 


ZZ Dans le tubeO, la croissance est normale (tube 
témoin). Dans le tube 2, l'antibiotique est bactériostatique. 
Dans le tube 5, l'antibiotique est bactéricide. 

Définir les termes « bactériostatique » ét « bactéricide +. 
Tracer de façon théorique, ét sur le même graphique, l'évo- 
lution de la croissance en fonction du temps pour les 
tubes 1, 2,3 et 5 et commenter brièvement ces courbes. 


9. Recherche et étude d'un antiblotique 


L. Four recherche La présence d'un antibiotique (la pénicil- 
line) dans des laits destinés à l'alimentation humaine, on 
utilise li méthode des disques (diffusion en gélase). 

11. Pourquoi doit-on rechércher la présence d'antibioti- 
ques dans un lait ? 

L2 Donner le principe de la méthode utilisée, 

1.3. Une souche de &. stecrothermaphilus, sensible à la 
pénicilline, est introduite dans un milieu gélosé glucosé et 
coulé en boîte de Pétn. Des disques de papier sont impré- 
gnés d'un lait témoin additionné de pémcilline et des laits 
n° let n° à à analyser, puis disposés sur la gélose. Après 
2 h 30 d'incubation à 47 °C, on obtient les résultats présen- 
tés our la figure. 


Disque + lait émoin + péoicillicé 


Culçure 
baciénenne 


Lail n°] 


Lai n° 2 
+ 


k 
pénicillinnse |: 


pénicalhnase 


Las n°1 Laic n° 1 





11, Quel est l'intérêt du disque témoin ? 
LAZ Quel est le rôle de li pénicillinase 7 


DUC 





Culture 


Absence 
de cultures 


1 
o 


13,3, Interpréter les nésubtats obtenus pour les laits n° 1 et n° 2. 
2, On veut étudier l'action de la pénicilline sur 8, srea- 
rothermophilus, Dans une culture de Bacillus en milieu 
liquide, on mesure le nombre N de bactéries par millilitre 
de milieu en fonction du temps. 

21. Outrace la courbe LaM = f{r1. Elle est donnée en A ci- 
dessous, La commenter et l’analyser. 

2.1.-On ajoute. de la pénicilline à [a culture: 

au temps t,,.6t-on obtient le tracé de croissance de la 
figure B (trait plein) ; 

— au tempét,, et on obtientle tracé de la figure C (trait plein). 
Analyser ces courbes. 


Lien heures] 


Fénialliné 
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2 Demimer les caractéristiques de cette résistance et les 
conééguences de ce phénomène pour l'antibicthérapue, 
À Quel wpe de molécule (M produite per ln bactérie 
peut &tre responsable de cette résistance acquise Ÿ Préciser 
son TÔlE. 

4, Afin de détecter rapidement ls capacité de produire 
cette subatance M, on peut pratiquer ke test de Crots c-des- 


BÈTLLÉ., 
interpréter Le réeultat obtenu avec la souche à tester. 





Suche témoin © non productrice de M 
LChsque d'Ampicitioné 
Soie Léon (Fi 
{productrice de My 


Seuhe dE coll sensile 
ë l'amgoiline scorponéé 
dans ls gélos 


t 


Souche d'Hacmoghilus 4 testez 
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1. Compléter par 

LL Siérilisation ; micro-organismes. 

à Seplique, 

3 Bacténostatiques : fongistatiques ; multiplication. 
4  Bacténcides ; fongicides : vinuicides. 

5 Valeur sténihisante ; stérilisation. 

6  D'eau de Javel 

7  Antimétabolites. 

#&  Pasteurisaton UHT. 

%  Vodeenzymalique. 

10. L'anoclave : de l'eau sous pression : vapeur d'eau saturée. 


11, Sitc d'action ou mode d'action ou composition chimi- 


14 Céphalwsporines : B-lactume : paroi. 


#. Propositions vrales ou fausses 

L Faux : cela dépend aussi de l'intensité de la contamina- 
tion initiale et de la nature ainsi que de la quantité du milieu. 
2 Faux :il reste des spores en particulier celles des bacté- 
ries thermophiles. 

3 Vrai. 

4 Vrai. 

5, Faux : il a surtout un effet mécanique qui entraîne les 
microbes par la mousse. 

6 Vrai à condinon d'unliser un produit adapté à cette fonc- 
ton comme le formol. 

7 Faux: beaucoup sont trop toxiques ou ont des cffcts 
secondaires indésirables pour l'organisme. 

& Vrai. 

% Faux: elle est équivalente sauf qu'elle cest souvent 
accompagnée d'une résistance à d'autres antibiotiques. 

10, Vrai. 


4. Antibiogramme 


L Milieu Muller-Hinton. 

2 [faut une souche pure, jeune (environ LE heures de cul- 
ture) de densité cellulaire correcte (on doit obtenir des colo- 
oies denses mas non confluentes) {voir chap, V, 4 4.3,3,3), 

3  Penet Nal: intermédiaire, les autres antibiotiques : sen- 
sibles, 

d. Sensible: souche pouvant être atieinie par le traitement 
aux doses supportables par l'organisme, Résistante : souche 
ne pouvant pas Être atteinte par le traitement aux doses sup- 
portables par l'organisme (voir chap, Ÿ, $ 43,3, 

5, CM voir chap. V,5 4.3.3. les courbes de concordance 
donnent les relations entre Les CM et les diumètres des z2oncs 
d'intübition, CMI= 1 pg-mL.-!. 


4, Action du chloramphénicol 


1.1, Subculture par la méthode des dilutions, On utilise le 
plus souvent une gébose à l'œuf qui permet de bien neutraliser 
les effets des substances antbhacténennes el assure ainsi une 
bonne reprise de la croissance dés bactéries survivantes. 

12. Tubes | 45: effet bactérioswtique de plus en plus 
important (il y à plus de bactéries que dans Piveculunr) : 
tubes 6 à 10 : effet bactéricide de plus en plus marqué Gil y a 
moins dé bactéries que dans l'ivoculum) (voir chap. Y, 
5 43.3). 

14 Définition 
= 3,75 pg-mL-L 
2 Dans le cube 9, la destruction du chloramphénicol per- 
met aux rares bactéries survivantes de se développer : dans le 
tube 10, soit la concentration plus forte en chloramphénicol a 
détruit La cualité des bactéries et il ne peut y avoir reprise de 
culture, soit 1 reste suffisamment d'antiiotique (par hydro 
lyse partielle} pour empêcher la reprise dé la culture. 


CMI, 5431: CM 


voir chap. VW, 


5. Étude de l'action de la pénicilline sur Liste- 
fa monocriogencs 

L C'est une f-lactumine agissant sur La synthèse de Lu 
paroi. 

2 Courbe P:en rajoutant de La pénicilline en phase expo- 
nentiélle, kes bacténes se lysent car la pémicilline, empéchant 
la synthèse de paroi lors de cette phase, entraîne la formation 
de protoplastes instables dans un milieu non adapté à leur sur- 
vie. Courbe F2 en rajoutant de la pénicilline en phase station. 
maire, aucune action car il n'y a plus synthèse de paroi au 
cours de cette phase. 

4 La pénicilline agit au niveau de l'incorporation des pré- 
curseurs de type muramyl peptides dans la paroi existante 
dvoir chap. VS 4371L 

4 L'origine de cette résistance peut-£tre chromosomique 
(mutations) ou plasmidique {acquisition d'un plasmide de 
résistance codant par cxemple pour une pénicillinase) (voir 
chap. Ÿ,45.1.11) 


6. Étude du traitement de la listériose 

1.  Anubiotiques. Pénicilline G : famille des B-lactamines ; 
noyau f-lactame associé à un noyau thiazolidine donnant 
l'acide 6 amino-pénicillinique. Gentamycine : famille des 
armineridkes 

2 Inhibition de la synthèse du pepudoglycane par analogie 
structurale du noyau P-lactame avec ke dipeptide Dala-Chala 
(iaison interpeptidique entre Les chaînes). 

3 Représentation graphique, voir fig. V-0. Activité 
baciéricstatique : ralentissement de la croissance N < N sans 
antibiotique, Activité bactéricide : N < NO sans antibiotique 
et baisse lyse cellulaire. 


7. Étude de la résistance aux antibiotiques de 
St. auras 


L Voir chap. V. 64.1. 

2 Cépalosponine agissant sur 3 paroi, tétracyclines agis- 
sant sur la synthèse proéique au neveu des mhocoties (voir 
chap. v,. $ 4,321 

% Par des plasmides de résistance (concspond à un ADM 
circulaire extrachromocomique). fs sont transmis entre bac- 
téries par conjugaison (voir chap. V. 5 41.133. 

4  (dhindifférence : {eh synergie : CE antaganisme, 
L'association de est intéressante car elle permet de diminuer 
les doses aitursinées pur un mème effet sur la souche, 
lussociulton CE és à proscnré ar elle condinra à un échec 
thérapeutique {résistance de da souche). 


8. Étude de la sensibilité du staphylocoque à la 
péniciläine G 


EL Lu pémollite G est ube É-lactamie qui agit par inhibri- 
ton de ba biosymihése dé la parce au mvéou de incorporation 
des précurseurs (voir chap, 1, & 22,$4adems que ie lésotvio 
détruit Les Raisons F5 14 des chaînes polyosiiques du pepti- 
doglycane de la parmi en place. 

ZE Tobe 3: correspond à la CMT puisqu'i n'y a plus de 
développement (voir chap. V. & 4.3.4 ; valeur: Img-mL°|. 
LE Bäcténostinque : kibition de la cubture en diminuant 
le vitesse spéciaue de tonssonce. Baicténcide : descaction 
plus où muits Laale dés Hacténes Cvéar chap. V, £ 433}: 
cogcrhes - voir fg- #-310 


9. Recherche et étude d'un antibiotique 


LE. Par suite d'un traitement de ka vache, l'antibiotigue uti- 
lisé peut passer dans le lil oi sa présence peut entralner des 
Woubles eraves en cs d'ingestion diarrhées, allergies. 
LL Lédisque ccbbé de lat và mhiber  culure baicrétienne 
s'il y à prseoce d'un antibiqueé auquel la souche tes eau 
sencible (voir chap. V, 6 4333) 

LE Le disque témoin permet de vérifier lu sensibilité de La 
souche à La pénicilline. 

132, Capénicillinase va détroire la péniciMine-en rompant le 
cycle félactame, elle n'a pas d'effei sur la souche 

LA Lait n° l: avec ou sans péaicillinase, I n'y a pas 
inhibition de à culture : ce lait ne contient pas de pénicil- 
Jine. Lait 0° 2 : sans péniciilinase, il + a une inhibition de 1a 
colture : il v à donc un antibidique dans ce lait, la pénicilh- 
rase fait disparaitre cet eet inhibiéeur, on peut donc affirmer 
que Pinlübition état due à de k péniciline, 

2.1. Sur là Figure K, de l'exercice, on voit une courbe de 
croissance en mibeu nou renouvelk avec les phases de 
latence, d'accélération, expomentelle, satmanine et de 


If! 


ken fcete dernière phast ci de hype caporcntici di about 
à la bysc entalc de In culture) Cvoir chap. LL. $ 3,2,1 

LE Au temps !,: en rajoutant de la pénkilline en phase 
exponentielle, Les bactéries se Lysent car, la péaicitline empé- 
chan la synthèse de paroi, y 2 formalion de protoplastes ins- 
bles dans le lieu rot acapié à leur survie Chypocmique |. 
À tétps E : en rajoutant de a pénicillite en phase saton- 
naire, aucune 2cdon car Ù n'y a plus synihèse de paroi dans 
cette piase, 


10. Plasmlies et résistance aux antlblotiques 


1.1. Voir chap. Ÿ,$ 433.4, 

LL Résultats de l'antibiogramme : 

chhramphénicol et acide nalidixique : sensible : 
ampiciiline : intermédiaire : 

polyemixine B et tétracycline : résistant, 

1.3, CMI : voir chap. Ÿ, 8 4,33. 

LL Fleumide: ADN cxtachromesomique fvoir chap IL 
# 26). 

22 La mulurésisance à touts une sénié de failles d'anti- 
biotiques. d'a ute trés grandedifficulié pourtraïter ks mala- 
des par antibiothérapie. 

23. ADN : voir chap. IL 6 2.6 135.2 


11. Contrôle de la production d'un antibiotique 


1. Concentations des solutions étalons en ughoL-!: 
8, = 200, $, = 100,8, = 50.8, = 3, 

2 Courbe mpréséntant les variations du diamètre d'inhita- 
on en focction du loganthone décimal de la concentration en 
baciräcine. 

3. Les concenerauons en bacilracine de la solution condi- 
dobnée testée soit de 61 es 57 pg-L°!, 


12. Sensibilité et résistance aux antibiotiques 
1.  Plaimades : voir chap, IT, $ 2.6. 

2 Muitirésistance, Le plus souvent à mécanisme e0zy mar 
tique, infectieux entre bactéries Cvoir chap. V, 4 5.1.1. 

4, Me fHactemese, le d'encyme de dégradation de cycke 
Hlactame de l'ampicilline. 

4 Ledisqued'ampiailline concis à uné zone d'inhitdtion de 
la souche sensible dE col, cette 2onc devrait Ête nocrmäle- 
ment croulane, La soie dé ln souche Bénnoin de 
productrice de M (f-lectemase), du Fait de le destruction de 
l'ampioillire autour de la ame de coltore, permet le dévelop 
pement de la souche d'E coff nettement plus prés du disque 
d'ampiciltine : dans le ces de la souche Kmoin nou productrice, 
aucune gertahation de la zone d'inhibiton n'est visible, La 
souche d'Henathihes se comporte comme la souche témoin, 
elle est donc aussi productrice de F-lactamase. 
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Chapitre 6 


Génétique 


Du point de vue historique, la génétique a fran- 
chi trois grandes étapes : 

- en 1880, Gregor Mendel, un moine autri- 
chien, publie sés Essais sur Les hybrides naturels. 
Ce recueil énonce les lois fondamentales de la 
génétique. [montre en particulier que chaque pro- 
priété d'une cellule ou d'un organisme est sous ta 
dépendance de facteurs ou déterminants qui. 
depuis, ont été appelés « gènes ». Beaucoup plus 
tard, en 1910, T. Mérean et GB, Bndgés établis- 
sent le rôle probable des chromosomes dans la 
transmission des caractères : c'est la théorie chro- 
mosomique de l'hérédité ; 

— les travaux de G. Beadle et E. Tatum, en 
1941, effectués sur une monsissure, Neurospora 
créssé, Montrent que les gènes souvement là For- 
mation des enzymes et contrôlent toute l'activrté 
biosynthétique de la cellule, donc toutes les pro- 
priétés susceptibles d'apparaïtre chez celle-ci. 
D'où le concept « un gène - une enzyme », point 
de départ d'hypothèses lécondes : 

— én 1444, Avery, Macleod et MacCarthy 
réproduisent £n vitre le phénomène de transéorma- 
uon découvert par Grfith 16 ans auparavant La 
substance résponsäble de la transformation est 
l'ADN dont on récomnait ainsi le role fondamental 
en Lant que support et vecteur de tous les caractères 
héréditures de la cellule. La structure spatiale de cet 
ADN est confirmée par Crick et Watson en 1952. 

La génétique microbienne a pour objet l'étude 
du génome du micro-organisme, c'est-à-dire des 





gènes, de leurs variations (génotypiques) et de leur 
expression phénotypique (déjà analysée dans les 
chapitres précédents]. 

Les variations génotypiques comprennent : 

— les mutations, qui se traduisent dans une 
population microbienne par l'apparition de cellu- 
les différentes de celles du type normal (ou sau- 
vage} par un où plusieurs caractères : on appelle 
cés microbes des mutants ; 

- les récombinaisons, qui mettent en jeu un 
échange du matériel génétique après transfert de 
celui-ci d'une cellule à une autre (par exemple de 
À vers Bi: 

par transformation après extraction du 
matériel génétique de À puis pénétration dans B. 

par transduction : le transfert du matériel 
rénétique est assuré par un bacténophage, 

par conjugaison : lé transfert de l'ADX de 
À vers B est effectué après contact entre les deux 
cellules, 

Au cours des dernières années, des techmqueés 
qui permettent d'élargir le champ des recombinai- 
sons génétiques en réalisant de véritables greffes 
d'ADA entre des espèces trés éloignées phylogé- 
nétiquement {par exemple, espèce bactérienne et 
espèce animale) ont été mises au point. La déno- 
mination « génie génétique » souligne le carac- 
ère prospectil de ces expériences. 

Avant d'aborder la description de ces différents 
phénomènes, 1 convient de préciser cé que l'on 
entend par information génétique. 


Î 


1. Information génétique 


1.1. Organisation 


L'essentiel de l'ADN bactérien est organisé en 
une seule molécule qu'on appelle le chromo- 
some. Ce chromosome est circulaire ; il a environ 
1 mm de longueur et une masse molaire d'environ 
3.10” daltons ; il est composé de 2 chaînes poly- 
nucléotidiques de polarité inversée dont les élé- 
ments sont liés par covalence de même que les 
extrémités, Le chromosome n'est pas toujours la 
seule molécule d'ADN présente. La plupart des 
bactéries portent en effet soit des éléments d'ADN 
extrachromosomiques qu'on appelle des plasmi- 
des, soit des virus bactériens où bactériophages 
impossibles à distinguer des premiers sinon en 
explicitant la nature de leurs informations. 

Ces éléments d'ADN chromosomiques ou 
extrachromosomiques sous forme CCC (cova- 
lenily closed circulare) sont capables de réplica- 
tion autonome et de ségrégation au cours de la 
croissance bactérienne. On les appelle des répli- 
cons. Le réplicon chromosomique se distingue 
des réplicons plasmidiques où bactériophagiques 
essentiellement par sa tulle. De plus, les éléments 
extrachromosomiques peuvent quelquefois né pas 
se répliquer ou ne pas se distribuer au cours de la 
bipartbon cellulaire. 

Tous les réplicons en tant que molécules d'ADN 
sont porteurs d'information génétique. 

La totalité de cette information fait habituelle- 
ment référence au génotype de la cellule hacté- 
riénne par opposition au phénotype qui représente 
l'ensemble des caractères, structurels et fonction- 
nels, observables à un moment donné, Chez la bac- 
téne, La majonité de l'ADN cellulure est exprimée 
en toutes occasions, à l'exception des informations 
qui sont réprmées (voir chap. IV} et qui né cons- 
utuent guère plus de 10 % de l'ensemble. 

L'information génétique peut être modifiée sous 
l'effet d'agents physico-chimiques, comme on le 
verra à propos des mutations. Un autre phénomène 
peut aboutir à un résultat analogue en mettant en peu 
un échange réciproque entre chromosomes homo- 
logues : c'est la recombinaison génétique. 
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1.2. Lésion et réparation 


Laremarquable sabmlité des caractères héréditaires dépend 
de l'intéerité de l'information génétique portée par la double 
hélice d'ADN. Or, cét ADN ést soumis aux multiphés contacts 
des agents physiques et chimiques de l'environnement sus- 
cepuibles de l'altérer. Pour remédier en permanence aux don 
mages subis, la cellule met en œuvre des systèmes enzyma- 
üques de réparation. Trois mécanismes sont actuellement 
connitrs. 


1.2.1. Réparation par excision- 
resynthèse 


L'exposition aux rayons ultraviolets fait apparaître des 
lésions de l'AD sous forme de liaisons covalentes entre des 
couples de bases pyrimidiques Éthymine où cytosine) situés 
sur le même bein d'ADA. Les dimères de thymine ou de cyto- 
sinc ainsi constitués entrent uné distorsion locale dé la 
structure en double hélice de l'ADN et onc rupture des 
liaisons hydrogène avec les buses situées du cité opposé. 

La réparation parercision-resvnthèse (fie, VE est un pro- 
cesus fondamental de réparation de l'ADN: il intervient 
aussi pour remédier aux dommages provoqués par des aubs- 
tunces chimiques mutagènes telles que les hydrocarbures 
polycycliques, les aminofluorènes ou l'aflwioune (myco- 
toxine). Le mécanisme met en jeu une activité endonucléasi- 
que en 5 dé l'anomalié, puis une action exonucléasique 
S'- V'qui conceme un segment d'environ [bases en 
amont, le remplacement des bases est alors assuré par uné 
activité ADN polymérasique également 5" — 3", une ligase 
éérminant de travail. Trois gènes couvement ce mécanisme el 
sont désignés sous les sigles uvrA, uvr et uveC {uv pour 
ultraviolet, r pour réparaton, la formation de ces dimères 
ayant été pour la première fois mise en évidence à la suite 
d'une exposition de la bactérie aux UV). 

Remarque : chez les bactéries ainsi que chez la levure, un 
autre système permet de réparer l'ancmalie dus aux dimères 
de demine. I s'agit du mécanréeme dit de photoréactivation 
(fig. VI.2) dans lequel une enzyme inductible pur la lumière 
ils photolvase) coupe le dimèré sans toucher au sguéletté 


phosphodésoxvnbose. 


1.2.2. Réparation par recombinaison 
Le processus de réparation par excision-resyn- 
thèse ne peut être mis en jeu au cours de la répli- 
cation de l'ADN. Dans ces conditions, l'ADN 
polymérase est bloquée au niveau des lésions et la 
réplication inhibée, La dégénérescence du cycle 
cellulaire entraîne la mort de la bactérie. Un 
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Fiquré VI.5 - Expérience de Lederberg destinée à mon- 
trer le caractère spontané des mutations. 


Une suspension dé bactéries de la culture À sensible à k6 strep- 
tomyine est étalée sur 4 Après culture on réplique sur a! et l'an 
repère les maants On prélève. sur a. l'endroit dont ds provient 
nent et l'on Cutise sur B, De nouveau, 69 en alé né Suspen- 
sion plus faitde eur E Âprég culture, puis réplique sur b', an pré 
ve à nouveau un morceau de b pour le cutter sur 6. On obtient 
sur © des colonies sauvages et de mutants, On repère les 
mitants par réglique sure, Finalement ue colonie dé mutants 
prélevée sur c est mise en suspension dans le bouillon D Un ino- 
culum dé cetlé Suspension donnée une Ssufture confente sur d 
ou d', 


respondant à une de ces colonies sur le milieu 
d'ongine. On le prélève et on l'énsémence sur un 
nouveau tube de bonllon. Aprés culture, on étale 
à nouveau sur un milieu solide sans antibiotique 
uné partie aliquoté beaucoup plus faible que pré- 
cédemment parce que l'inoculum contient en prin- 
cipe une plus erande proportion de résistants. On 
répète La mème opération plusieurs fois. 

Le fait essentiel qui est démontré par l'expé- 
nénce est que, à chacune des étapes. le nombre de 
mutants augmente sur Les mulieux dépourvus 
d'anubhiotique pour donner finalement une culture 
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pure de germes résistants. Les milieux contenant 
de la stréptomycine ont servi uniquement au repé- 
rage des mutants qu'ils ont sélectionnés, Mais la 
population que nous avons obtenue n'a jamais été, 
elle, au contact de l'antibiotique., ce qui démontre 
sans aucune ambiguité possible que la mutation se 
produit spontanément, en l'absence de l'agent 
sélectif, en l'occurrence la streptomycine. 

L'expérience qui vient d'être décrite montre que 
l'apparition des mutants est un phénomène rare. 
On Le définnt par Le taux de mutation, c'est-à-dire 
la probabilité que la mutation a d'apparaître dans 
une bactérie dans l'intervalle compris entre deux 
divisions. Ce taux varie de 10-* à 10% Suppo- 
sons qu'il soit de 10"Ÿ, cela signifie que, dans une 
population de 10 germes, la probabilité pour 
qu'une mulalion survienné est dé |. Chagque fois 
qu'une nouvelle population de 10 germes appa- 
raïtra, la probabilité de mutation seru encore de 1. 
Le taux de mutation ne doit pas être confondu avec 
la proportion dé mutants rencontrés à un moment 
donné de la croissance. Î reste toujours 1dentique 
à lui-même tandis que le nombre de mutants peut 
augménter ou diminuer selon que leur croissance 
est avantagée ou non par rapport aux autres cellu- 
les, La détermination du taux de mutation est rela- 
tivement simple chez les micro-organismes, On 
évalue en fonction du temps la fréquence des 
mutants d'un type donné pendant la phase expo- 
néntielle de croissance. On trace ensuite la courbe 
MYS = fin) (M nombre de mutants, $ nombre de 
sauvages, # nombre de générations) dont la pente 
donne le taux de mutation fie. VL6]. 


Fréquence 
des mutants Le 
(MS) AR 
x LM 
TT Taux dé 
Pi mutation 





Nb do générations {n} 


Fiqure V1.6- Détermination graphique du taux de muta- 
tion. 
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A: adénine ; T : thymine ; 5 BU : bromo-uracile ; G : guanine ; C : cytoësne ; H : hypoxanthine, 


interviennent au cours de Pirradiation sont de plusieurs 
ordres : formation de dimères de bases pynmidiques par 
liaison covalente entre deux bases adjacentes (fie, VL2Y: 
hydratution dé ces résidus pynmidiques au niveau de la don- 
ble liaison 4-5" ; désamination de la cytosine : formation de 
formes tautomènes. 

Tous Les agents mutagènes n'ont pas été décrits. Certains, 
conte les agents alcovlants, ont une action puissante : mo- 
tardes asotées et sulfurées, oxydes d'éthylène, éthyléthane, 
éthylnéthane-sulfonate, etc. 

Certainés mutations surviennent pourtant en l'absence 
d'agent ou de traitement mutagène. On leur donne le nom de 
mutations spontanées. Beaucoup d'entre elles sont en réalité 
induites par des agents mulagènes endogènes provenant du 
métabolisme intermédiaire : analogues de purines, peroxy- 


fl 


des, acide nitreux, etc. Les mécanismes invoqués sont donc 
les mêmes que kes précédents : transition, transversion, inser- 
tion, délétion. 

Finalement, il reste à souligner l'importance du facteur 
environnemental dans la genèse des mutations, C'est lui qui 
conditionne l'apparition des agents mutagènes, C'est lui 
encore qui contrôle la symihèse et les fonctions des enzymes 
responsables comme les enzymes de réparation. 


2.3.2. Mutants morphologiques 


Des altérations héréditaires dans les caractéris- 
tiques morphologiques de la bactérie ont été fré- 
quemment observées et analysées. Elles intéres- 
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sent aussi bien les flagelles que les fimbriae, la 
spore, La part, les dimensions dé la cellule, etc, 
Les cils peuvent être modifiés dans leurs dimen- 
sions, dans leur ondulation ou, plus simplement, 
disparaître comme chez cértains mutants de Liste 
ria. De même, des souches sporogènes peuvent 
donner naissance à des mutants asporogènes, Pas- 
eur avait déjà décrit cé phénomène à propos de 
BE. anthracts. 

Les changements les plus spectacularres sont 
ceux qui affectent les colomes bactériennes et qui 
sont reconnus depuis que lon sait cultiver et isoler 
les bactéries sur milieux solides, On peut les 
observer à l'œil nu ou, mieux, sous éclairage obli- 
que. Dans la plupart des espèces bactériennes, ces 
modifications ont été signalées sous le nom dé 
variations $ femooth), R(rough}, M (muqueux) et 
L (intermédiaire). Les colonies $, ou lisses, sont 
rondes et régulières ; les colomes R ont un aspect 
granuleux ou plissé avec un pourtour irrégulier : 
les colomés M sont arrondies et d'uné consistance 
visqueuse parce que pourvues d'une capsule de 
nature habituellement  polyholosidique : les 
colonies EL commé leur nom l'indique, présentent 
un type morphologique intermédiaire entre les 
types $ et R. Tels sont les quatre aspects princi- 
paux (fe. VI 9), mais un examen attentif des colo- 
nies révèle l'existence d'un nombre de variantes 
beaucoup plus élevé. 

Les variations $ — R des bactéries, qui appa- 
raissent spontanément sur les milieux de culture, 
sont mieux connues encore sous le nom de disso- 
ciations $ — KR. Elles traduisent des modifica- 
tions profondes de structure, Elles correspondent, 
chez les bacilles à Gram négatif, à une pente pro- 
eressive de la couche lipopolvholosidique. Il est 
extrêmement important de les reconnaître car seu- 
les Les souches S peuvent être étudiées sous leurs 
aspects antigéniques. Elles donnent des suspen- 
sions homogènes lorsqu'on les émulsionne dans 
un liquide neutre comme eau physiologique. Les 
souches R, au contraire, agglutinent spontané- 
ment dans les mêmes conditions. 

Les mutations S — R sont aussi en rapport avec 
des modifications du pouvoir pathogène des 
bactéries. En général, les bacténés pathogènes 
forment des colonies de types $ ou M : les sou- 
ches sauvages de Saimenella, d'E. coli GEL, dé 
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Figure V1.3 - Les variations bacténennés. 


Les colonies peuvent être muqueuses (ME lisses (61 interrmédien- 
res (1 at ruqueuses (AL Gars les callulés bactériennes qui les 
composent, on notera le présence ou l'absence de la couche 
cageulaine do) et la proportion glus Qu moins importante des Cou 
ches lipopolvosidiques (b} et lipogeotéiniques (al. 


K. pneumoniae ou de pneumocoques sont de 
Lypé $ el sont pathogènes : isolées sur des muliéux 
artificiels, elles donnent naissance à des formes R 
dénuées de pouvoir pathogène. [ faut signaler ici 
que les mutations entraînant la perte de la capsule 
chez le pneumocoque sont dites $ — R par analo- 
ee avéc les entérobacténes parce qu'elles font 
apparaître les mêmes modifications morphologi- 
ques dés colomes, sans Se traduire par des altéra- 
Lions de Structure au niveau de la paroi, Une sus- 
pension de preumocoques capsulés S injectée par 
voie intrapériionéale à la souris déclenche chez cet 
animal une septicémie mortelle en 48 heures : une 
suspension de pneumocoques non capsulés R est 
totalement inoffensive. 

Dans Le cas du pneumocoque, la mutation qui 
prive la cellule de ses constituants capsulares en 
iactivant uite enzyme indispensable à la chaîne 
de biosvnthèse polysaccharidique 
d'autres changéménts phénotypiques : formation 
de colonies K, perte de virulence, De telles muta- 
tons sont appelées pléiotropiques. 
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2,3.3. Mutants nutritionnels 


Le sont<es mutants chez ksquels apparait ou dis- 
parait un besoin nutritionnel ou qui acquièrent ou 
perdent un caractère biochimique (fermentation 
d'un sucré, dégradation d'un acide aminé, etc. 1. 


Les mutants auxotrophes forment un des grou- 
pes les plus étudiés. Les auxotrophes, rappelons- 
Le, ont besoin d'un ou de plusieurs facteurs de 
croissance que n'exigent pas leurs parents, Les 
prototrophes : prenons l'exemple d'une souche 
sauvage d'E. coli capable de cultiver sur un milieu 
synthétique minimal : un mutant de cette souche, 
exigeant en leucine, ne se développera que sur un 
milieu en contenant. 


2.3.4. Mutants résistants 
aux agents antimicrobiens 





L'exemple le plus classique est celui de la résis- 
tance aux antbotiques, Un antibiotique est actif 
sur les bactéries (voir chap. V1} s'il peut pénétrer 
dans la cellule, s'il accède au site récepteur spéci- 
fique de son action et, enfin, s'il n'est pas altéré 
dans son parcours. C'est dire que l'apparition de la 
résistance peut survenir à la suite de la modifica- 
tion de l'un de ces facteurs : la membrane cyto- 
plasmique peut devenir imperméable à la drogue, 
l'affinité entre la cible enzymatique et l'antibioti- 
que peut être réduite ou supprimée et, surtout, la 
cellule peut acquérir une nouvelle activité enzy- 
matique assurant la dégradation et l'inactivation 
de l'agent antibactérien. C'est ce dernier méca- 
nisme qui est le plus fréquent puisque, comme cela 
a été exposé, les bactéries peuvent élaborer des 
pénicillinases qui inactivent les pénicillines, des 
céphalosporinases vis-à-vis des céphalosporines, 
des adénylases, des phosphorvlases ou des acéty- 
lases contre les aminosides, etc. 

Chez les cellules eucaryotes, les transferts géné- 
tiques sont des événements communs au cours de 
la reproduction sexuée, À partir de deux cellules 
sexuelles haploïdes (gamètes}, on obtient par 
fusion une cellule diploïde appelée zygote. 

Chez les bactéries, qui se multiplient par divi- 
sion binure, ces phénomènes, beaucoup plus 
rares, peuvent s'observer dans des circonstances 
fférentes : ils ne sont pas nécessurement suivis 
de recombinaison. Au cours de ce processus, une 
partie ou la totalité d'un réplicon d'une bactérie À 
est transmise à une bactérie B. Le génome de la 
bactérie réceptrice B est appelé endogénote tan- 
dis que celui, généralement partiel, de la bactérie 
donatrice reçoit le nom d'exogénote. La nature et 
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la taille de l'exogénote diffèrent selon les cas de 
mème que le mode d'introduction. Dans la trans- 
formation, un fragment de matériel chromosomi- 
que (simple chaîne), extrait d'une bactérie dona- 
ice, est introduit dans une bactérie réceptrice 
puis intégré à son propre chromosome. Dans la 
transduction, le fragment chromosomique (dou- 
ble chaîne) de la bactérie donatrice est transféré 
dans la bactérie réceptrice par l'intermédiaire d'un 
bactériophage. Dans la conjugaison, l'exogénote 
du donneur, qui peut être plasmidique ou chromo- 
somique, est transféré à la cellule réceptrice à la 
suite d'un contact direct entre Les deux cellules. 

Quelles que soient les modalités du processus de 
transfent, il aboutit dans tous les cas à la pénétration 
de l'exogénote dans la cellule réceptrice. Dès lors, les 
événements qui vont suivre peuvent être multiples. 

« Hn'y a pas de recombinaison de l'exogénote 
dans la cellule réceptrice : 

— l'exogénote, purement plasmidique, se répli- 
que de façon autonome dans la cellule récéptricé. 
C'est le cas de la conjugaison FT x EF" ; 

— l'exogénote, chromosomique et plasmidique. 
se réplique également de façon autonome, Le 
#vgote donne naissance à un clone dé cellules par- 
tellement diploïdes. Cela peut être observé au 
cours de la conjugaison et de la transduction (si le 
phase transducteur est assimilé à un plasmide) : 

- l'exogénote, plasmidique où chromosomi- 
que, ne se réplique pas : 1l est dilué dans le clone 
des cellules qui proviennent du zygote ; une seule 
cellule de la population sera, à un moment donné, 
partiellement diploïde. Ce phénomène est appelé 
transduction abortive : 

— l'exogénote peut être dégradé par voie enzy- 
matique dans là bacténe réceptrice. C'est ke phé- 
nomène de restriction de l'hôte. 

+ [l'y arecombinaison, par apparement et inté- 
gration, de l'exogénote à l'endogénote chromoso- 
mique. 

On admet généralement que le prxessus de 
récombmaison s'effectue après cassure puis sou 
dure de la chaîne ou des chaînes d'ADN (cassure 
réunion). [faut aussi postuler que cette cassure 
doit se faire au mème niveau des deux molécules 
d'ADN parental, assurant ainsi la conservation 
intégrale de la séquence des bases, Deux cas modè- 
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Tableau VI.1 - Principales endonucléases de restriction. 


Ece RI 
Bam HI 
Bell 
Fvu I 
Fu Il 
Hiva ET 
Hinf] 
Sau 34 


Escherichie coli 
Bacillus amvloliquefaciens 
Bacillus globieii 
Proteus vulgaris 
Proteus vulgaris 


Haemophilus influensae KR, 
Haemophilus influence R; 
Sraphylecoccus aureus 

Alu | | Arthrobacrer luieus 

Tag | 
He 1] 


Thérnus aquaricus 
Haemophilus aegrptius 


Mar I Nacardie aétidércaviarenn 


Le phénomène de restriction-modification n'est pas limité 
seulernent à l'ADN phagique. Ainsi, L'ADN d'un E coii 
transféré d'une cellule mâle à une cellule femelle au cours de 
la conjqugarson est immédiatement dégradé lorsque la cellule 
réceptrice possède un système de restaction différent de celui 
dé la cellule donneuse, [s'agit donc d'un phénomène général 
de protécüon qui permet à certains groupes de bactéries, à 
l'intérieur même d'une espèce, d'échanger leur information 
génétique sans qu'elles soient pour autant capables d'incor- 
porer des éléments génétiques étrangers provenant d'autres 
bactéries. 


3.2, Transformation 


3.2.1. Phénomène 


Découvert par Griffith en 192$ (voir chap. IE, 
8 25.5), le phénomène de transformation n'a été 
compris qu'en 19444 à la suite des expériences 
d'Avery, MacLeod et MacCarthy. 

L'expérnimentation de Griffith pourrait être 
schématisée de la façon suivante (fig. VE 11) : 

— preumocoques $, vivants +  septicémie 
mortelle : 

= pneumocoques $, tués — survie ; 

— pneumocoques R, vivants — survie : 

— pneumocoques $, tués + R; vivants — septi- 
cémie mortelle. 

Le dernier résultat, pour le moins inattendu, 
mettait deux faits en évidence : la transformation 
des bactéries R vivantes nom capsulées en bacté- 
ries capsulées et pathogènes et la spécificité du 
phénomène, puisque les bactéries virulentes qui 
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apparaissent sont uniquement de type 5. Griffith 
imagina que la transformation était due à l'action 
des substances polvholosidiques capsulaires, ce 
qui se révéla, par la suite, totalement faux. 

Il fallut attendre 1944 pour qu' Avery et ses col- 
laborateurs démontrent, après une analyse systé- 
matique in vitro, que la substance responsable de 
la transformation n'est autre que l'acide désoxy- 
ribonucléique : dans l'expérience précédente, 
c'est l'ADN des bactéries S, tuées qui est respon- 
sable, chez les bactéries R; vivantes, de la syn- 
thèse d'une capsule de type 5. 

Les études ultérieures ont montré que la trans- 
formation dépend, d'une part, des bactéries ainsi 
que de leur aptitude à être réceptnices et, d'autre 


part, de l'ADN transformant et de ses propriétés. 


3.2.2, Bactéries compétentes 


L'apütude à la transformation à été reconnue 
chez d'autres espèces que le pneumocoque. Les 
plus étudiées, depuis 1944, sont les Haemophilus, 
les Neisseria, les Streptococcus, les Bacillus. Cet 
état de compétence qui apparaît, transitoirement 
durant 15 à 30 minutes, à la fin de la phase expo- 
nentelle de croissance semble dépendre de la 
production d'une substance où d'un facteur de 
compétence, Celui-ci a êté isolé dans le cas du 
pneumocoque : il s'agirait d'une protéine thermo- 
labile de faible masse molaire (environ 10 kd), 
capable de conférer la compétence à d'autres cel- 
lules. 
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Figure VI.11 - Expérience de Griffith. 


— les pneumocoques 5, vivants sont virulents et tuent le souns ; 
- les praumocoques 5. tués perdent leur pouvoir pathogène ; 


| 


les preumocoques À; non capsulés sont dénués de pouvoir pañhogène ; 


- un mélange de preumocoques 5, tués et À, vivants tue la Souris, 


Conclusion : les cultures de pneumocoques de type 5, contiennent un principe transfonmant qui modifie les baciénies À; en les ren- 


dant 5, 


3.2,4. ADN transformant 


L'aptitude à la transformation est étroitement 
conditionnée par la taille des fragments de chromo- 
some de la bactérie donairice. Avec le pneumoco- 
que, la masse molaire moyenne des préparations 
d'ADN actif est de 5 x 10° daltons. Chaque molé- 
cule dé préparation transformante représente envi- 
ron la 30 partie du génome d'une bactérie. La 
probabilité de transformation doit donc augmenter 
en fonction de la concentration en ADN. L'ADN 
dent être bicaténaire. En général, un seul caractère 
est transféré au cours du phénomène, même si les 
baclénes donatrices et réceptnces différent par de 
nombreuses autres propriétés. 


3.2.4, Cinétique de la transformation 


Lorsque les conditions les plus favorables sont 
remplies, c'est-à-dire avec un ADN transformant 
et des bactéries compétentes, le transfert peut 
avoir lieu, Il comprend plusieurs phases 
fie. VLPZE 

* Fixation. La rencontre des fragments d'ADN 
avec les cellules se fait au hasard. Les bactéries 
compétentes sont munies, à leur surface, de sites 
d'adsorption pour cet ADN. Ceux-ci sont démas- 
qués par l'action d'une protéine lcompetence acti- 
vator protein) de 5 à 10 kd. 

« Pénétration, Elle a été mise en évidence par 
marquage de l'ADN transformant avec du phos- 
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Les deux souches auxotrophes ont les caractères 
suivants : 

- souche À : Thr* Leu* B,* Phe” Bio” ; 

= souche B : Thr° Leu” B,7 Phe* Bio”. 

Pour reprendre l'expérience onginelle des 
auteurs, on étale 10° bactéries À ou 10° bactéries 
B sur un milieu minimum ne contenant aucun des 
facteurs de croissance indispensables. Après le 
temps d'incubation habituel, aucune colome 
n'apparait. Ce résultat est logique : les bactéries A 
qui ont besoin de phénylalanine et de biotine pour 
leur croissance ne peuvent se multiplier sur un 
milieu synthétique ne contenant pas ces deux 
facteurs ; 1] en est de même pour les bactéries B 
qui exigent la thréonine, la leucine et la 
vitamine B,. En revanche, si on étale un mélange 
de IF bactéries À et B, une centaine de colanies 
deviennent visibles (fig. VI 13), Ces colonies sont 
Thr* Leu* B,*Phe* Bio* comme la souche 
prototrophe : ce sont des recombinants. 

La possibilité d'apparition de mutants doit être 
ici exclue car si elle survenait avec une fréquence 
de 1077 parexemple pour un caractère, la mutation 
double ou triple apparaïtrait avec une fréquence 
respective de 10-14 ou 10-21, ce qui ne correspond 
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Figure W1.13 - Expérience de conjugaison. 
(Seton Ledeberg at Tatum, 1946). 


1 et 2. À parti de la souche prototroghe E. col K 12 Thr* Leu* 
Et* Phe* Blot, on prépare des mutants pohauxotroghes À : 
Thr* Leu* B1* Phe Bior et B : Th Leu” 81° Phe Biot. 10° cel- 
kies de chacun de ces types, étalées sur un mieu minimum, ne 
rédonnrent aucune colons de mutant prototrophe. 

3, Les souches À et B mélangées, à r&ison de 10Ë pour chacun 
des types, donnent nassance à des bactéries prototrophés, qui 
résultent de l8 recombinaison des bactéries 4 et 


pas au résultat observé. Les colonies apparues pro- 
viennent donc bien de recombinants, c'est-à-dire 
de bactéries réceptnices qui ont acquis un ou plu- 
sieurs caractères nouveaux appartenant à une bac- 
térie donatrice, Dans l'exemple rapporté, certar- 
nés bactéries de type À ont reçu des bactéries B, 
ou vice-versa, les aptitudes qui leur faisaient 
défaut. 


3.3.2. Différenciation sexuelle 


Haves, en 1952, montre que les souches 
parentales À et B utilisées par Lederberg n'ont pas 
le même comportement au cours du croisement. 
Elles ne jouent pas le même rôle, d'où la notion 
d'une différenciation sexuelle, Pour le prouver, 
Hayes prépare puis accouple des souches À et B 
sensibles ou résistantes à la streptomycine. Il cons- 
Late alors que la streptomycine stérilise le croise- 
ment AUX B°(r= résistant : 5 = sensible), mais n'a 
aucune action sur Le croisement A°xB' 
(fig. VI 74) dont les descendants sont devenus pro- 
totrophes pour les 5 facteurs considérés. 

Pour comprendre et interpréter le phénomène, il 
faut admettre l'existence d'une différenciation 
sexuelle entre les souches A et B : 


Milieu Milieu 
minimum Sans Minimum agé 
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Figure VI.14 - Expérience de Hayes montrant l'exis- 
tence d'une différenciation sexuelle entre les souches À 
et B (5 = sensible à la streptomycine ; r = résistance), 

1. Les bactéries À même détruies par La stréptomycine donnent 
naissance à des recombinants, Elles donnent leurs gènes et sont 
appelées F*. 

e, Les bactéries E, ksqu'elles sont détruites par le streptomy- 
ciné, empéchent le crosément, Elles sé comportent éme des 


femelles dites F7, 


- les bacténes À sont denatnce de gènes. Elles se 
comportént comme des males, Leur fonction est 
essentielle mais non prédominante puisqu'elles peu- 
vent transférer les gènes Thr° Leu B,7 même 
lorsqu'elles sont tuées par la streptomyoine, Elles 
contiennent unagentinfectieux, analogue à un virus, 
qui convertit les femelles en mâles. Cet agent est 
appelé facteur sexuel, ou facteur F(F= fertilité}, et 
les bactéries qui le possèdent sont dites FT: 

- les bactéries B sont réceptrices de gènes. 
Elles jouent le rôle de femelles et doivent survivre 
au cours du croisement. C'est pourquoi l'accou- 
plement AXE ne donne naissance à aucun 
recombinant. La contribution des bactéries B est 
plus unportante que celle dés bactéries A. On les 
appelle F° parce qu'elles ne possèdent pas le fac- 
teur de fertilité EF, 

Au cours d'un croisement FTX FT, la fréquence 
des recombmasons chromosomiques est approx 
mativement de 107, Dans une population de F*, 
des clonés mutants ont été isolés, capables d'un 
transfert chromosomique avec une fréquence 
1 ONO Fous plus grande, Ces mutants sont appelés 
Hir, c'est-à-dire haute fréquence de recombi- 
raison. 

* Nature, Le facteur F dE coli KR. présente une struc- 
ture circulaire dent la longueur est d'environ 2% de celle du 
chromosome bacténen. Ül contiénl sapprosimativement 
LS paires de bases. 

- Réplication. Le facteur F est une unité autonome et 
indépendante de réplication, ou véplicon, qui présente, à 
l'image du chromosome bactérien, 4ous copies chez les bac- 
téries en phase dé croissance exponentiélle. Chez les 
mutants Hfr, le facteur F n'est plus autonome mais intégré au 
génome bactérien : c'est un éplsome. 

- Antigénes F. La présence du facteur F détermine la for- 
mation dans la cellule dé récepteurs de surtace, vraisembla- 
blement de nature polysacchandhque, pouvant jouer un rôle 
au cours de l'accouplement. El entraios suriout la synthèse 
spécifique de pri appelés paf Fou pris sexuels 

TE était séduisant de penser que lesprli F avec leur structure 
cylindrique creuse, pouvaient étre les organes de copulaton à 
travers lesquels les mâles impectarent leur ALES dans la cellule 
femelle, Cette hypothèse n'a jamais été vérifiée dans les faits 
et Don admet quels sont ptit des « câbles d'amarrage » per- 
mettant l'accoudémént Ce n'ese que par la suilé qu'un vén- 
able pont cytoplasmique serait constitué en vue du transfert. 


3.3.3. Analyse du transfert 


Grâce aux mâles Hfr, le phénomène de conju- 
gaison a pu être analysé dans ses mécanismes pro- 
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fonds. Au cours des croisements Hfr x FT, il est 
apparu que les recombinants ne recevaient qu'une 
traction du matériel génétique du donneur. 

Les expériences de conuguson interrompue de Wolian 
et Jacob ont été détermuinantés pour connaître le mécanisme 
du transient, Elles consistent, à partir d'un mélange de 
bactéries Hfrt et F en voie d'accouplement, à prélever des 
échantillons et à les soumettre à une agitation courte mais vio- 
lente. Ce trattement est destiné à mterompre l'accouplement 
sans nuire à la viabilité des cellules parentales ou recombi- 
nantes, Pendant toute la durée de la conjugaison environ 
L'heure), les échantillons, prétevés à imervalles régudiers de 
5 minutes, sont étalés sur des milieux sélectits différents, per: 
mettant ainsi de dénombrer les différents types de nscornbi- 
nants. Soi be croisement Hé (AT B* CT DT EN x EF ASE 
C- DE". Les caractères A, BE tt. peuvent être nécher- 
chés en éalant ke cellules recombinantes sur des milieux 
sélectifs. La fréquence d'apparition de ces marqueurs sélec- 
üonnés peut être calculée, Plus Le temps de contact entre les 
mêles et les femelles est long avant l'arrét de conjugaison, 
plus le nombre de margueurs transférés peut Gtre élevé, Avec 
un temps de à minutes, aucun marqueur n'ést transous, i 
l'accoupement dure minutes, seul le caractère 4 est 
transiéré ; s sc poursuit pendant 15 mnutes, À et B Le son : 
au bout de 20 nunuies, le passage des gènes À, B et C est 
acquis, etc, L'interprétation la plus logique est que les gènes 
du mâle pénètrent dans la bactérie femelle dans l'ordre danse 
lequel ils sont inscrits sur le chromosome et à one vitesses pro- 
rationnelle à leurs distances respectives les ons dés autres. 
Le transfert commence en un point donné du chromosome 
longine) et s'effectue ensulé régulièrement, il est donc 
orienté et progressif. Si la conjugaison n'est pas intérrom- 
pue, le chromosome entier sera transmis en Ji minutes à 
37 °C. Cette éventualité est pourtant rare en raison des sépa- 
radios spontanées des couples, Ten résulte que plus un car 
tène est éloigné du point d'origine, moins il a de chance d'être 
transmis dre, VE FA 

Le transtert du chromosome grace à une bactéree Hirest un 
phénomène beaucoup plus rarc que Le transfent de phasmidés 
de conjugaison par une bactérie F*. Le principe du transfert 
est le méme mas, compte tenu ce la pote taille des plasmi- 
des. leur transfert sera plus facile et plus fréquent voir 
chap. I: de plus, le plasmide une fous transiéré n'a pas 
besoin d'être intégré dans l'endogénate mais va rester auto 
Home, 


3.3.4. Analyse génétique 
par conjugaison 


L'un des grands avantages du phénomène dé conjugaison 
est de permettre d'étudier le groupe de Haison fhabrgekentre 
les gènes, c'est-à-dire leur tendance à rester ensemble au 
cours de la recombinaison, ét, finalement, de dresser la carte 
génétique des cellules. On peut y parvenir par une double vois 
au cours dé érnséemeénts non imtérrompus ou dans ls éxpé- 
riérècés dé conpugaison interrompu. 
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Figure VI.16 - Carte génétique d'E. Colt. 
(D'après Taylor et Thoman]. 


3.4. Transduction et conversion 


C'est un transfert génétique au cours duquel un 
où plusicurs gènes sont transmis d'une bactérie 
donatrice à une bactérie réceptrice par l'intermé- 
ciaire d'un bactériophage dit transducteur, Ces 
gènes sont portés par le bactériophage à la suite de 
sa multiplication dans la bactérie donatrice géné- 
tiquement différente de la bactérie réceptrice. 


3.4.1. Découverte du phénomène 


Le phénomène a été mis en évidence en 1951 par 
Finder et Lederberg chez $ tvphi murium. Ces 
auteurs cherchaient à recombiner des mutants 
auxotrophes provenant de diverses souches de 
Salmenella afin d'obtenir des prototrophes, C'est 
un autre phénomène qu'ils découvrirent, différent 
de la conjugaison. 


Deux souches auxotrophes de Salmonella sont 
utilisées (fig. VL17) : l'une (2A) exige de l’histi- 
dine pour sa croissance, l'autre (22A) du trypto- 
phane, Dans un tube en U séparé à la base par une 
membrane de verre fritté interdisant le passage des 
bactéries mais non celui des virus, on introduit 
d'un côté 10% bactéries de la souche 2A et, de 
l'autre, 10$ de la souche 22A. Des prototrophes 
sont formés de ce dermer côté à une fréquence de 
10 environ, mais aucun ne peut être isolé de la 
partie ensemencée avec la souche ZA. 

Les bactéries 22A portent un bactériophage 
(P22) qui traverse la membrane et lyse les 
cellules 2A : un nouvel agent filtrable (FA) est 
libéré. Quelques cellules de la souche 22A, à son 
contact, acquièrent de nouvelles propriétés : elles 
deviennent capables de cultiver sans tryptophane. 
Cet agent filtrable n'est pas détruit par la désoxy- 
ribonucléase. Sa taille, sa constance de sédimen- 
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Figure VI 17 - Expérience de Zinder et Lederberg. 
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1. Dans un tube an LU séparé par un disque de verre fritté sont disnosées 10% bactéries 22 À (tryptophane d'un côté, 10Ë bactéries 


2 4 fhistine"] de l'autre. 


2, Du côté des bactéries 22 À on récupère des prototrophes à une fréquence de 107$ environ. 


tation, sa sensibilité à la chaleur et son inactivation 
par un sérum antiphage sont autant de caractères 
identiques à ceux du bactériophage P22. Ce trans- 
fert génétique réalisé par l'intermédiaire d’un bac- 
tériophage a reçu le nom de transduction. 


3.4.2. Différents types de transductions 


Dans la transduction comme dans les autres 
transferts génétiques, un petit fragment seulement 
du chromosome du donneur est transféré à la cel- 
lule réceptnce. Dans le système précédent (phage 
P22-Salmenella), n'importe quelle région du 
chromosome du donneur peut être transduite. 
C'est la transduction généralisée et non spéci- 
fique, Dans d'autres cas, l'exogénote n'est pas 
intégré dans la bactérie réceptrice. Il est dilué au 
cours des divisions. Ce mode de transduction est 
appelé abortif, Avec d'autres bactériophages 
enfin, la transduction est restreinte et spécifique 
parce qu'un groupe de gènes seulement, situé au 
voisinage du point d'attachement du prophage, 
peut être transduit. 


3.4.2.1. Transduction généralisée (fig. VT. 16) 

Elle correspond au phénomène découvert par 
Zinder et Lederberg et qui vient d'être décrit, Les 
bactériophages qui indusent les transductions 
cénéralisées possèdent une nucléase qui frag- 
mente le chromosome bactérien, L'un des mor- 
ceaux d'ADN peut être incorporé au hasard dans 
le phage transducteur, d'où l'absence de spécifi- 


cité dans le processus , Les propriétés susceptibles 
d'être transduites sont nombreuses : pouvoir de 
fermenter Les sucres, résistance aux antibiotiques, 
synthèse d'un antigène, etc. De même, nombreux 
sont les genres bactériens chez lesquels le phéno- 
mène peut être reproduit : Escherichia, Shigella, 
Proteus, Pseudomonas, Vibrio, Staphylacoccus, 
Bacillus. 

Au cours de la transduction généralisée, les par- 
ticules de phages transducteurs ne contiennent pas 
d'ADN phagique détectable. Elles apparaissent 
constituées d'un fragment d'ADN bactérien 
inclus dans une enveloppe phagique. En fait, le 
lysat provenant d'un phage transducteur contient 
deux types de particules, comme cela découle 
d'expériences de séparation d'ADN en gradients 
dé densité : les unés, nombreuses, possèdent de 
l'ADN phagique : les autres, rares, ne recèlent que 
de l'ADN de la bactérie hôte ; ces dernières sont 
seules transductnces. 

L'activité transductrice dépend du marqueur, 
des bactéries donatrices et réceptrices. de leur état 
physologique, de la muluplhicité des phages, etc. 
Étant donné que l'ADN d'une particule bactério- 
phagique est environ la 100 partie de celui d'une 
bactérie, le nombre de marqueurs transductibles 
ne peut être que fable, L'un des fragments chro- 
mosomiques le plus long à avoir été transduit est le 
segment Thr-Leu (thréonine-leucine). 

L'une des caractéristiques les plus notoires du 
phénomène de transduction est son indépendance 
des phénomènes de lysogénie et de lyse avec les- 
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Figure V18 - Transduction restreinté. 

9, : phage tempéré ; 9, : phage défecti ; 

À : bactédie donatrice : B: bactérie réceptrice : 

a : géné transmis (la bactérie À posséde ce gène à l'état fonctionnel, a bactérie 6 est of. 

Après l'infection par &, (1), l'ADN phegique 5e mét sous forme circulaire (, pus s'apparie avec une région homologue trés précise 
ladjacente au gène a dans c8t exemplel du chromosome (M, et s'intéore à l'état de prophage 4]. L'induction du cycle Miique par ks 
UV (5h entraîne la Mbération de l'ADN phagique : si l'excision ne se lai cas au bon endroit (61, le gène a est entrainé : l'AON du phage 
est défectit, Il reste à l'état circulaire (F} mais ne peut mduire de cycle htique, Le surinfection (6) par un nouveau à, va déclencher le 
cycle tique (8 avec formation de virions normaux et détectits A6, Aprés libération (1), un phage défectif peut infecter une bactérie 
B (qui est a” par exemple]. L'AON de g, s'intègre dans le chremosone de 8 (34 La bactérie 8 possède un nouveau caractère :a*, 
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phages normaux ét dés phages transducteurs, porteurs du 
caractère Gal, à une fréquence 1079, Ces phages transducteurs 
incomplets. paisqu' il leur manque une partie de leur AUN, 
sont défectifs. [ls perdent, en cffet, une où plusieurs de leurs 
propriétés, On les appelle Adg CL, défectifs. porteurs du gène 
gali. 


142,3. Transduction abortive 

Dans la transduction abortive, le fragroent d'ADN 
injecté dans ln cellule récepirice n'est pas intégré dans le 
génome bacténien. 1 n'est pas non plus répliqué de Exçon 
autonome, mais Lést Éonctionnel et s'exprime normalement. 
Au cours dé la divisron, une cellule ulement, quel que soit le 
bombre de générations omMenues el observées, 801 POeUsE 
du marqueur transduit. Le fragment d'ADN est donc dilué. 


3.4.3. Conversion lysogénique 


Certaines propriétés bactériennes apparaissent 
induites par la présence de gènes phagiques. On ne 
les rencontre jamais, en effet, chez des souches qui 
n'hébergent pas dé bacténophages. C'est ainsi 
que €. diphteriae synthétise une toxine lorsqu'il 
est lysogénisé par un prophage f-spécifique, La 
présence du prophage est indispensable pour le 
codage de la toxine diphtérique, en tant que pro- 


iéine spécifique. L'information est donc à La fois 
bactérienne et virale. Cette particularité est aussi 
observée avec la toxine érythrogène des Strepto- 
ceccus du groupe À, la fbrinolysine des Sraptrv- 
loceccus et de nombreux facteurs antigéniques O 
où H dés Salmeneila, Elle à été retrouvée chez les 
Shigella et les Pseudomonas. Cette acquisition de 
propriétés nouvelles chez les bactéries infectées 
par un bactériophage a reçu le nom de conversion 
lysogénique. 

Le phénomène de conversion lysogénique peut être com- 
paré à celui de transduction puisque les deux font appel à 
l'intervention d'un bacténophage, Î y à pourtant, entre les 
deux. ces différences fondamentales : 

— ans la transduction, le phage a un rôle purement véhicu 
late ; som propre génome n'intérént atcunémént. Dans [a 
conversion tyscgénique, au contraire, Le génome phagique joue 
le le cssenucl ct unique : 5 1 est présent, il lrsogénise la bac 
téne et induit le nouveau caractère bactérien à S'ieet absent, ls 
bactérie n'est plus lvsogénmisée et le caractère disparait : 

— dans la transduction, la fréquence des bactéries transdui- 
des por rppon aux haciéries infectées est Guble, de l'ordre de 
ES à COTE, Dans la conversion lysogénique, toutes les bac 
res qu reponvent be phage sont lyengénisée ct convertis : Île 
nouveau caracièr s'exprime dans Les 8 à D minutes aprés la 
CONAENTERTREN, 


4. Applications 


4.1. Mutagenèse 


La présence dans notre environnement de nom- 
breux agents physiques où chimiques, sous-pro- 
duits des sociétés industrialisées et potentielle- 
ment cancérogènes, est devenue une source 
d'inquiétude. Qn avance que 80 % des cancers 
humains résulterment du contact (exposition — 
inhalation -absorptiontavec ces substances. Cha- 
que année, environ 1 OÙ composés de synthèse 
nouveaux sont livrés sur le marché mondial et des 
milliers d'autres sont rejetés dans l'environne- 
ment sans contrôlé possible, 

La détection des corps cancérogènes sur l'ani- 
mal ést une éxpénméntäton longué (de 2 à 
3 années} et coûteuse (de l'ordre de plusieurs cen- 
aines de milliers d'euros). On comprend, dans ces 


ln 


conditions, la faveur que connaissent les tests de 
mutagenése sur les bactènes, qui reposent sur le 
postulat selon lequel presque tous les agents can- 
cérgènés seraient mutagènes, On est redevable à 
Bruce Ames d'avoir imaginé ce test à court terme 
entre les années 197I et 1975, 


4.1.1. Principe du test d'Ames 


Un agent physique où chimique est cancérogène 
pour l'homme quand il provoque des lésions de 
l'ADN cellulaire qui déclenchent un processus 
complexe de transformation cancéreuse. L'ADIN 
représentant le matériel héréditaire commun à tou- 
tes les cellules vivantes, animales ou bactériennes, 
on peut en déduire que toute altération de celui-ci 
est éoalement nocive. Telest le pont de départ qui 


Hidden page 


L'application la plus connue du génie génétique 
concerne la production par la bactérie d'uné pro- 
téine nouvelle. À cet effet, le gène donneur (d'une 
cellule procaryote ou eucarvote) peut tre préparé 
directement par synthèse chimique (petite molé- 
cule} ou indirectement à partir de l'ARNm qui 
enest la transcription exacte. Pour être trans- 
planté dans la bacténe réceptnice, il est lié à un vec- 
teur plasmidique auquel est couplé un système 
d'expression. Le gène hybride ainsi réalisé est 
amplifié en même temps que se multiplie la hacté- 
nie ; c'est le clonage. L'expression de ce gène est 
l'étape finale qui conduit la cellule réceptrice à 
fabriquer en abondance une protéine étrangère. 


4.2.1. Production d'une protéine 


La production d'une protéine par génie généti- 
que repose sur ing opérations essentielles : 

— la synthèse où l'extracton-pun cation, sui- 
vie de la fragmentation de l'ADN donneur codant 
pour la protéine ; 

— lecouplage de cet ADN étranger à un vecteur 
(plasmidique ou bactériophagique) aboutissant à 
un ADN recombinant : 

— l'introduction du couple vecteur + gène dans 
une bactérie réceptrice : 

— la sélection des clones recombinants : 

- la caractérisation et la purification de la pro- 
téine synthétisée. 





4.2.1.1. Préparation de l'ADN donneur 


Cette étape est fondamentale car le produit 
obtenu (protéine) est directement fonction du 
message génétique dont il est issu, c'est-à-dire de 
la séquence nucléotidique présente sur le gène. 
Une connaissance quasi parfaite de cette séquence 
est donc nécessaire afin de préparer correctement 
l'ADN donneur. Trois procédés peuvent être uti- 
lisés (fie. VI273 

* Lorsqu'il s'agit de produire uns molécule protéique de 
petite tulle et bien connus dans sa structure primaire, le gène 
peut être synthétisé par voie chimique. Cette opération a été 
réalisée pour la première fois en IST avec la somatostatine, 
hormone peptüdique dé 14 acides aminés dont le gène est formé 
de 43 nucléotides seulement, En scoolant, dans le bon ordre, les 
différents nuchéondes constitutifs, on « réconstruil + ke gène. 
La mène méthode a été appliquée avec succès à la synthèse du 
gène de l'insuline humaise Miakura er coll}. Celle-ci présente 
cependant des limites. Îlest nécessaire, d'une part, de connaître 
avec précision la structure primaire du produit du gène. D'autre 
pan, la svnihèsc ne vire d'une séquence nucléotidique est 
inpratcable pour une molécule de grande taille comprenant, 
car exemple, plusieurs centaines d'acides aminés : le rende- 
ment et la pureté du polynuciéotihe diminuent en État rapide 
ment au fur et à mesure de l'allongement de la chaine. 

* L'ADN peut être extrait et punifié à partir des cellules. 
Après concentration par centrifugation, les cellules sont trai- 
ées de manière à détruire membrane et paroi (lvsozyme en 
présence d'EDTA et de SDS pour Les bactéries, cellulases et 
chitinases pour les cellules fongiques et végétales, simple 
détergent pour les cellules animales). Après déprotéinisation. 
l'ADN eat extrait (phénol-chhoroforme) et précipité (étha- 
nl}. I doit étre ensuite dosé fabsorbance à 260ei 280 no, La 
dernière étape consiste à « découper » le gène donneur en 
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Figure VL.21 - Méthodes de préparation de l'ACM donneur. 
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hydrolysant la molécule traitement aux enzymes de restric- 
ton judicieusement choisies) et en séparant les fragments 
obienus féléctrophorèse en sel d'agarose, lracentrifugation 
en gradient de CeCTt. 

* On peut par ailleurs, pour préparer an gène donneur, avoir 
recours, Ce qui est ke cas le plus fréquent. à une méthode mdi- 
recte. En effet, dans le cytoplasme de chaque cellule d'un 
oran supéreur, figurent à tout instant des populations 
d'ARMm qui reflètent l'activité des gènes ct qui sont caracté- 
nistiques de l'état de différenciation. Tel est le cas, par exem- 
pe, de D'ARNm qui dirige la synthèse de la glohine ét qui est 
particulièrement abondant chez les cellules précureurs des 
globules rouges, C'est ausés lé cas de l'ARN qui code pour la 
syoihèse de l'ovalburmine de poule, protéine majeure du blanc 
d'œuf et qui représente jusqu'à 40 & de l'ARN cellulaire. 
Les méthodes physico-chimiques actuelles permettent de 
purifier cet ARN jusqu'à 60%. Dons un second temps. on pré- 
paré une copie de cet ARN. sous forme d'ADN complémen- 
taire fou AUsc) grâce à one encyme d'origine virale, la 
iranscripiase inverse appelée aussi transcriptase reverse} 


ialement par Rougeon en 1975, représente une opération 
essentielle du génie génétique. 
4.2.1.2, Couplage à un vecteur 


Pour introduire et amplifier un fragment d'ADN 
étranger dans une bactérie, on pourrait imaginer 
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Figure VL22 — Obtention d'ADNc. 


d'insérer ce fragment directement dans le chromo- 
some bactérien, Cette greffe est, techniquement, 
irréahsable, Par œlleurs, le gène donneur, pour 
s'exprimer ultérieurement, doit contenir non seu- 
iement les régions codantes mais aussi les séquen- 
ces impliquées dans la régulation. Pour cela, on a 
recours en général à des plasmides qui servent de 
vecteurs et qui permettent, dans des conditions pré- 
cisées plus loin, l'expression de l'ADN étranger. 

De nombreux vecteurs bactériens ont été préparés & partir 
du plasmide Col E qui code pour lacolicine E, et qui possède 
a propriété intéressante de se répliquer dans la bactérie hôte 
pendant 12 heures, en présence d'un agent sélecteur, le chlo- 
ramphémicnl. Des vecteurs obtenus par combinaison core 
ke plasmide Col El et des plasmides de résistance aux antibier- 
tiques sont le plus souvent utilisés. Ces plasmides, de petite 
taille, rendent possible lintégration de longs fragménts 
d'ADN étranger ; ils sont privés de leur fonction de transfert, 
ce qui évite leur transmission spontanée entre bactéries : 1ls 
sont amphfiés efficacement, comme précédemment, ét son 
sélécuennés par l'intermédiaire de leurs déterminants de 
résistance, L'intégration au vecteur (AD réceveur) de La 
molécule d'ADN étranger (ADN donneur donné naissance à 
un ADN hybride appelé ADM recombinant. 

Trois procédés de couplages peuvent étre utilisés sébon be cas. 

* La « transférase terminale ». Cette méthode consiste, 
dans le cas où tes extrémités du vecteur et du fragment d'ADN 
étranger sont « franches » {non cohésives), à prolonger un ds 
deux brins de chacune des molécubes par une séquence plos- 
macléotidique de façon à obtenir des extrémités cohésives 
(is. VIT, Par exemple, l'ADN étranger sera prolongé par 
une Séquence polyG et le vecteur par une séquence polyC. Un 
tratemént par né lréase assurera la haison des deux brins. 

* Les « endonucléases de restriction +. Cette méthode 
consisté à ouvrir les molécules du vecteur et du fragment 
d'ADN à greffér par la même enzyme de restriction 

FE de façon à obtenir des extrémités partatement 
cohésives, Comme précédemment, les brins seront ressoudés 
par action d'une ligase, 

° L'e ADN ligases du bactériophage T,. Ce dernier 
procédé consiste à utiliser la propnété remarquable de cette 
enzyme à relier deux molécules d'ADN sans qu'il soil néces- 
saire de rendre leurs extrémités cohésrees (re. iii, Cette 
opération doit étre réalisée en présence d'ARN Migase qui joue 
le rôle de cofacteur, 

Ainsi, dans le cas du gène amtiliciel (sommostatines cochant 
pour La protéine à svothétiser et qui correspond en fait à on 
gène de structure, pour l'exprimer ce gène doit être branché 
dans la continuité d'un système d'expression, Le mieux 
connu ét le plus utilisé en génie génétique est celui qui con- 
de l'acuvié du gène de la f-galactomidase au niveau de 
l'opéron lactose (gène de régulation 1. Le vecteur d'expres- 
sion de la somatcstatine à été ainsi construit en couplant au 
plasmide pBR:: le gène de la f-galactostdase provenant de 
l'ogéron lactose bactérien (la plus grande partie} et son 5ys- 
ème de régulation {fs FEZS, Le gène de la sommostatine 


LA 
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Prenons l'exemple du plasmide phR.,, qui ponte kes gènes de 
résistance à l'armpcrine et à la étracvechne. L'ensyine de res 
miction Ham, est utilisé pour préparer le vecteur plasmidique 
et l'ADN étranger. Au niveau du plasmide, la coupure a liés 
dans le gène de résistance à la tétracycline, Ainsi, bors du cou- 
plage, trois possiilnés peuvent s'offnr à nous : 

— Soit il va recirculansation du plasmide avec ces deux 
gènes de résistance (plasmide natif : 

- SO il + à recombinason plasinide-ADN étranger {ce 
que l'oncherche, et donc le gène de résisrance à latécracvcline 
n'existe plus bu point de vue fonctionnel cer l'ADN étranger 
vestinséré : plasmide recombinant : 

- Soit I va recircularisation de l'AC étranger (aucun 
gène de résistance). 

Sur lé miiéu dé culture avec ampmicilline, seules les colo 
nics de type 1 et 2 culuveront Sur le mieu avec ampicillne 
ét tétracvcline, œules des colonies dé tepe L'pourront culue 
ver. On aura ainsi diserniminé entre Les deux Lvpes ét repéré les 
cloncs qui nous méréssent c'est-à-dire Les clones récornb- 
mants de tvpe À 

IL est également possible de faire ce tn en procédant à 
l'extraction de l'AC de chaque colonie susceptible de ren 
fermer l'ADN étranger, On met alors en contact chaque AEFS 
issu d'un clone avec un extrait hactérien riche en ARS m 
cdant pour la préiné ét un mélange d'acides aminés mar- 
qués. Si cet ADN né porte pus le gène étranger, il ne pourra 
s'hybrider avec l'ARNm et il se forméra une protéine mar- 
quéc facile à détecter radiolegiquement cu immunologique 
ment ; dans lé cas contraire présence du gène étranger), la 
svrihèse de la protéine sers annulée ou diminuée. 


4.2.2, Autres applications 


Dans le domaine des applications et des pers- 
pectives, les potentialités du génie génétique 
apparaissent innombrables. Sur le plan médical, 
on à vu comment il était possible d'envisager la 
synthèse et la production d'interférons {avec un 
faible rendement pour l'instant) et toutes sortes de 
molécules de grandé activité pharmacologique 
mais difficiles et coûteuses à préparer par les pro- 
cédés classiques d'extraction ét dé purititation : 
somatostatine, hormone de croissance... Le vac- 
cin contre l'hépatite B pourrait aussi être fabri- 
qué à partir de bactéries reprogrammées (héber- 
seant le gène viral), La synthèse de l'insuline à 
l'échelon industriel devient actuellement une réu- 


lité. Outre qu'elle abaisse considérablement le 
coût du traitement du diabète, la pureté de linsu- 
line obtenue garantit son excellente tolérance par 
rapport aux insulines d'origine animale, Le 
cable VI2 donne quelques exemples d'applica- 
tions importantes du géme génétique (fig. VI27 
et VI 24]. 

Les protéines synthétisées doivent être pures, 
lonctonnelles, abondantes et faciles à extraire. 
Nombre de problèmes restent encore à résoudre. 
La protéine étrangère est partois dégradée par les 
enzymes de la bactérie hôte sans que l'on sache 
contrôler lé phénomène. La produchon médiocre 
de pro-insuline de rat (de 100 à 1 000 molécules 
par bactérie au heu des 25 OK}atendues)en estun 
exemple, D'autres protéines étrangères comme 
l'ovalbumine de poule sont en revanche élaborées 
en abondance (de 25 OC) à 16 O0) molécules par 
bactérie), sans aucune perte au cours du temps. 


non fonctionnelle car la cellule bactérienne n'est 
pas en mesure de reproduire les modifications 
apportées dans la cellule (fig. VE2SL D'autres 
applications concernent la production de protéi- 
nes alimentaires capables de complémener, 
voire de remplacer, les protéines animales ou 
végétales ou la synthèse de substances comme la 
thaumatine, un succédané du sucre, Un des 
grands espoirs est de domeéshquer la fixation 
directe de l'azote atmosphérique pour fabriquer 
des bofertiisants peu coûteux. 

La production d'énergie par les bactéries 
(alcool méthane}, actuellement en plein dévelop- 
pement, esl susceptible d'être améliorée grâce aux 
techniques de recombinaison génétique. 

La lutte contre la pollution engendrée par les 
déchets industriels toxiques (par exemple, les 
organachlorés) pourrait être ainsi redevable du 
vénie génétique par transformation en substances 
biodésradables ou en éléments inoffensifs pour 
l'environnement. 
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Tableau VI.2- Les premiers succès du génie génétique. fD'aorés J de Rosnay, Annales des mines, 1987). 
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Insuline Hormenc du pancréas | Sept, TK H. Boyer | Bidegiquement active 
OQvalbumines Fruéine œuf de poule | Oki. Tk F. Honinilsky | | 
| FE Chambon 


Gihydrofolate Protéine dé souris Chi. 78 | E coli 5. Cohen Protéine de mammifère 
réductise | | dans un colibacille 





Globine Protéine de souris Sept. 79 | Cellules de P. Leder Le vecteur utilisé est un 
singe | virus, le #4 4 [ 
Hépatite B Protéine virale Mars 79 LE coûi E. Murray | 
(antigéne HBs} Avril 80 | Cellules de PF, Tiollais | 
SCUTS C, Chany | 
Aoûl 80 | E coli F. Tiollais Expression de gèné viraux 





dans cellules de souris &ri 
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Interléron Protéine humaine | Janv. 40 | E cofi |. Weissmann 
Résistance au | Avril 80 | Cellules dela | M. Cline Cène de résistance à un 
mééthothnexate molle dé souris | médicament anticancÉreux 
introduit dans des celhubes 
| de souris puis dans l'animal 
Proaéines Protéines Anl 80 | Metlolococcus Hypérproducton de pro- 
methvlatropmins | tétnes pour l'alimentation 
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Figure VL.27 - Les différentes méthodes d'obtention dé souches hypér-productrices, 
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Figure VI.28 - Production d'une plante recombinée par utilisation du plasmide d'Agrobacterium tumefaciens. 
Ce plasmide a la proprièté d'être transféré naturellement dans les plantes ou il s'intègre dans le génome. 


AUTO-ÉVALUATION ET EXERCICES 


BA SAVEZ-VOUS VOTRE COURS ? 


L À l'aide des acquis du cours de biochimie de première 
etdesexpénences de Griffith et d'Aver, hégager le rôle de 
l'ADN bacténen comme support des caractères transmis- 
sibles, 

2 Montrer qu'il existe des phénomènes modifiant des 
Caractères transmissibles héréditairement. 

3 Comment peut-on provoquer <t déceler une 
mutation ? 

4. Décrire le phénomène de mutation. citer ses principa- 
les caractéristiques. 


2 EXERCICES ET PROBLÈMES 


1. Compléter les propositions sulvantes. 


I Le système de réparation de l'ADN 
D en ee te fait intervenir des 
activités enEymMatiques { 

SPACE \ pour éxciser la SRE on se trouve DE 
mutation et resynthétiser la séquence correcte. 

Z Les mutations par «............... #, soit par 
addition d'une base... jou par suppres- 
sion d'une based... }, entraînent la modi- 
ÉCAÉCM CU, sm avaususmsns nimenvnnsenunnsen JOTS CE Va Taduc- 
Lion. 

23, Les vario... entraînent des 


MOCAONS ess vocnavuusns des badtéres % 
maténialisant par une modification de l'aspect des colonies 


sur milieu gélosé, Cette mutation est  appe- 
|." ROSE STE AT NA 2 LAS 

4 Une mutation. emonmisesrarene OU NIVEAU de 
la. ne | entrits la pente de a virulence. On 
Te “E etre ni eu 

5, Lors Ai) radin génétique 
D uen un ADN exogénmte, appelé 
Le RCA Er pénètre dans une bactérie, appe- 
lée  bacténe réceptnce, s'imtéeré dans son génome 
CA near … J'et fait acquérir à la cellule ke ou 
les curactères génétiques qu'il porté. 

G. Le système de conjugaison... signi- 
US OST RTE PER RE Me . $e distin- 


5 À l'aide d'un exemple, donnez les principales carac- 
téristiques de la transformation. 

6.  Qu'appelle-t-on conjugaison bactérienne ? 

7 Quel est le rôle du facteur FE? 

8. Quelles sont les similitudes et les différences entre la 
transduction restreinte et la transduction généralisée ? 

9. Sous forme d'un tableau, comparez les trois types de 
transferts génétiques. 

10. Présenter schématiquement les étapes de la produc- 
tion d'une protéine par génie génétique. 


pus de la conjugaison F° x FT par le fait qu'il est plus cffi- 
ace et que le facteurF est intégré à l'exogénote 
er L 

7. Dans la transduction.. qi « LE phage 
transduc teurentraine dans un premier temps un cycle lytique 
dans une bactérie À où il peut encapéider un fragment quel- 
conque du enr bacténien et donner ainsi certins 
virions…. … Ceux-ci, infectant une bactérie B 
Fer . lui permettront d'intégrer et 
d'exprimer É en d ADN ainsi transtéré, 

ON FPS ERA EEE … permet de détecter et de 
quantifier la présence d'u un 1 éventuel agent muagène. [est 
fondé sur Je fut qu'uns bactérie  mutante 
a peut voir Sa mulation 
en présence de l'agent suspecté et ainsi 
ütre électionnée spécifiquement sur milieu minimum. 

9, La préparation d'un... esl réalisée en 
messager choisi, 
LES ELLE YTOR APDOLÉT. ss snrare on nu tammerataimrdramencturr afin 
d'obtenir la séquence d'ADN corrtmlut à la protéine 
que l'on désire produire. 

10, Le couplage d'un fragment d'ADN que l'on veut clo- 
ner dans une bactérie à un ADN vecteur nécessite que les 
ADN donneur et vecteur aient été traités par Îles 


Éaridrit agir, saër un fragment C: MRPSR ESS 


MÉMES,. vavarans AN d'obite- 
nir des. OL … permettant à l'ADN 
haneur PT D ‘d'être intégré dans 
l'ADN vecteur | “qui sera appelé 
PL SERRE Pr? 


2. Indiquer si les propositions suivantes sont 
vraies ou fausses. Si une proposition est 

fausse, le justifier. 

L Le système de réparation SOS est caractérisé par be 
fait que la réplication n'est pas interrompue par la présence 
d'une bésron sur Le brin matrice, 

2 Letaux de mutation représente en fait lu proportion de 
mutants dns uné population bactérienne donnée, 

3 Lors d'une mutation par substitution de base, la trans» 
version désigne le remplacement d'une base purique par 


une autre base purique cu d'une base pyrimidique par une 


autre base pyrimidique. 

4. Le transfert génétique par transformation ést caructé- 
risé par le Fait qu'aucun contact de la bactérie récepinice avec 
uné autre bactérie où un phage donneur n'est nécessaire. 

5, Lors du phénomène de transfert génétique par trans 
formation, l'ADN exogénoté doit être impérativement 
monociénaire. 

6. Lors du phénomène de conjugaison, les mutants 
« Hfr s sont caractérisés par Le Fait que le facteur Fest inté- 
gré au génome dé la cellule donatrice. 

7. Lors d'une conjugaison, si l'on n'interrompt pas volon- 
tairement de contact entre bactéries honitrices et Pr À 
l'éxogénoie entier sera systématiquement trurréféré 

#. Le fait que lo facteux-F soit iniégof au génome Uacté. 
rien (conjugaison Hfri a pour conséquence que Îe transfert 
ne pourra se faire que duns une direction donnée à partir de 
l'épisome et non dune un sens où dans l'autre comme dans 
lé transfert F°Xx EF, 

9.  Laconversion lysogénique est en fait un exempte che 
transduction généralisée lors de liguelle un bactériophagre 
défectif ayant un fragment de génome bactérien vient à 
transduire une bactérie lyscgène. 

10, Lors de la constniction d'un plasmide recombinant, il 
est indispénsable que l'AC à cloner Cinserther ADN 
plasnidique (vecteur) aient té traités préalablement par 
les mêmes enzymes de restriction, 


3. Production de 8. subtills par gênie génétique 
Des huctéries, dont #. subrilér, sont souvent utilisées pour 
produire en grande quantité centaines protéines humaines 
par génie génétique. Le vecteur de clonage le plus utilisé 
eat lé plasmide. 

1 Définir un plasmude. 

2 Compléter be document de lu figure ci-dessous en 
indiquant Les différentes étupes du clonage. 


his* (51) 


Document 
(leullle à compléter at à rendre avec la cople) 


Les grandes étapes du clonage d'un gène 





4. Conjugaison chez E. coll (1} 

Cinq souches Hfr À à E dérivent de la méme souche P* 
d'E coll, Lé tnbléou suivant montre lé temps d'entrée des 
cing premiers marqueurs dans une souche F quand chacun 
cat utilisé dans l'expérience de conjugaison interrompue, 
1 Construire une carte chromosomique de la souche F* 
montrant les positions de tours Les gènes et les distances qui 
kes séparent en minutes. 

2 Montrer le point d'insertion et l'orientation du 
plasmide F dans chaque Hfr 

3  Enurtilisant chacune de ces souches Hfr, montrer quel 
gèné sélectionner pour obtenir la plus haute proportion de 
conjugants Hifr. 


pro* {10} 
gai° (16) 
his* (26) 
ade* (41) 
ser (62) 





GCopyrignted material 


5. Conjugaison chez E. coli (2) 


On mélange une souche d'Ecoli  Hfr: 
Lac* Malt The* Hist Leu* St avec une souche d'E cali 
F: Lac-Mal-Thr-His-Leu-Str, Quatre échantillons du 
mélange sont prélevés aux temps 1 =7 minutes, t, 
= 12 minutes, t,= 20 minutes, t, = 50 minutes et vigoureu- 
sement agités (par passage au vortex). Chacun des échan- 
tillons est étabé sur 3 milieux de culture : 

- milieu À : milieu minéral minimum + str lac his dur leu : 
- milieu B : milieu minéral minimum + strhis glucose : 

= milieu € : milieu minéral minimum + str glucose, 

Au temps 0, ny a aucune croissance sur les milieux il y 
a croissance à 1, sur ke milieu B, à 1, sur les milieux A et B, 
à 1, sur les ÿ milieux. 

1 Sachant que le glucose est utilisé de façon constitutive 
et inhibe l'utilisation des disacchanides, donner les géno- 
ivpes (pour les 6 caractères étudiés) des souches qui se 
développent sur les 3 milieux. 

2  Interpréter les résultats des expériences aux temps t,, 
ts, Let ty 

3% Peut-on établir une carte chromosomique pour les 
caractères étudiés 


6. Transduction générallsée 


Dans un système de transduction généralisée utilisant le 
phage P2, le donneur est pur* nad* px” et le receveur est 
pur” nad” pdx*. 

L'allèle pur* donneur a été initialement sélectionné après 
transduction et 50 transductants purt ont été analysés pour 
les autres allèles présents. Les résulrats sont donnés dans Le 
iableou suivant : 


nadt pdxt 
nad* pdx 


nad- paix 
mad pdx 


Total 


L Quelle est la fréquence de cotransduction de pur et 
nud ? 

2 Quelle est la fréquence de cotransduction pur et px ? 
3 Quel locus non sélectionné esi le plus proche de pur ? 





7. Transformation 


1. Définir la transformation. Indiquer dans quelles con- 
ditions ce phénomène peut avoir lieu. 

2, En génétique bactérienne, lors d'une transformation, 
il est également indispensable d’avoir un moyen de sélec- 
üon du recombinant, Très souvent, c'est un caractère de 
résistance à un antibiotique qui est utilisé, Par exemple, on 
réalise la transformation d'E. cofi sensible à l'ampicilline 
ec à la tétracvcline Amp" ei Tet*) avec différents plasmides 
(voir figure ci-dessous). 








ps: : Plasmide portant deux gènes de résistance, 
Amp' et Tet', 1 deux ses de restriction Bam H 
et Eco A, 


FT 


{ Amp \ 


Eco KR, 


+ | 


| 


Aprés avoir mis E col en état de compétence, on réalise 
Quairé Essais : 
- un sssal sans plasmide ; 
- Un essai avec le plasmide pBR;: : 
— un essai avec le plasmide pBr,,, (Bam H,) : 

- un essai avec le plasmide pBR;5; (Eco R,i. 

Chaque sseui est étulé sur uné gélose autritive à l'ampicil- 
line, puis incubé 24 heures à 37 °C. 
2.1, Quel est l'intérêt du premier essai ? Indiquer ce que 
l'on observe our chaque gélose si la transformation à bien 
eu liékr, 
LE Autour des colonies ampicillinés résistuntes, on 
observe la croissance de toutes petites colonies. Expliquer 
ce phénomÈnc. 
24. Onréaliseensuite une réplique sur gélose nutninive à la 
tétracvcline, Indiquer ce que l'on observe, pour les quutre 
essais, au bout de 24 heures d'incubation à 37 °C, Justifier, 
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1. Compléter 

LL  Excision-resynthèse, endonucléase, exonucléase, poly- 
mérase ct ligase. 

2 Modification, insertion, délétion, cadre de lecture, 
3 S—k, structure, mutation morphologique. 

4  Morphologique, capsule, péiotropique. 

5  Transiormation, transformant, endogénoe, 

6... Hir, haute fréquence dé recombinaison, épisome. 
7. - Généralisée, défectifs, lysogène, 

S Test d'Ames, auxotrophe, réversée. 

9%... ADNE, ARNm, transcnptase inverse. 


10. Enzymes de resinction, extrémités cohésives. insert, 


ADN recombinant. 


#. Propositions vrales ou fausses 

1. Vrai. 

2 Faux :ilexprime le probabilité d'appantion d'une muta- 
tion dans on intervalle de temps correspondant à une généra- 
Non, 

3 Faux : La transvenion conceme lé replacement d'une 
base purique par une base pyrimidique ou l'inverse. Le rem- 
placement punne-purine où pyrimidine-pyrimidine s'appelle 
transition. 

4 Vrai, 

5, Faux: il doit être bicaténaire, bien que lors de La phase de 
pénétration undes deux brins suit dégradé. 

6, Vrai. 

7... Faux : lé transiert intégral est très rare, la conjugaison 
S'intérrompant d'elle-même, 

Faux : dansles deux cas le transfen éstoniemté par rap- 
port à un point nommé « origine de transfert ». 

0. Faux : le bactériophage doit être présent, [n'est pas un 
simple vecteur d'information, al la porté sur son propre 
génome, $°ilest absent, la bactérie n'acquien pas le curactère 
S'il est présent, il lysogénise la bactérie qui exprimera le 
Caractère. 

10, Vrai. 


3. Production de 8. subtilis par génie généti- 
que 

L Acide désoxynbonuckéique extrachromosomique. de 
petite tulle (1/100 du génome bectérien), circulaire torsadé. 
se répliquant indépendamment du chromosome, transférable 
d'une bactérie à une autre (transformation, conjugaison. 
transduction), porteur de caractères de résistance aux antibio- 
liques. 

Z {1} Extraction de l'ADN étranger. (2} Insertion dans un 
vecteur plasmidique donnant un plasmide recombinant. (3) 





Transformation de la cellule hôte par le plasmide recombi- 
nant, (41 Sélection dés souches recombinantes, 


4. Conjugaison chez E, coli (1) 

1. 

* Hir A: 

Mie — ade — $èr — sir — mal. 
15 20 5 10 

Le premier caractère transmis est mal à D'minute suivi de str 

à 11 minutes après Le début de l'expérience, soit 10 minutes 

après mal, ser vient à minutes après sir, etc. 

+ Hir B: 

met — pro — pal — his — ade… 
26 6 IQ Es 

* Hir C : 

ST — mul — x y — met 
DL 5 3 36 

* Hir D: 

Sert — aide — his — pal — pro. 
ui] 15 16 ë 

*HIrE: 

Xl — met — pro — gal — his... 
3 6 ( 10 

+ Carte chromosomique ci-dessous. 





pre... 


ui AT pu 


EHITSL 


Z 
- Insertion Hfr A avant mal (entre mal et xyE} ; orientation en 
sens inverse des aiguilles d'une montre. 


- Insertion Hfr B avant ade (entre ace et ser) : onenitation en 
sens inverse des aiguilles d'une montre, 


- Insertion Hfr € avant pro fentre pro et sal} : orientation en 
sens inverse des aiguilles d'une montre. 


— Insertion Hfr D'avant pro (entre pro et met} : orientation en 
sens des aiguilles d'une montre. 

Insertion Hér E avant his Centre his et de) : onentatron en 
sens inverse des aiguilles d'uné montre. 


4 Sélection des deniers gènes à être transférés : 
- pour Hfr À: xl: 

- pour HfrB : ser ; 

— pour Hfr € :gal; 

— pour Hfr D: met ; 

- pour HfrE: le, 


5. Conjugaison chez E. codi (2) 
i. 

— Milieu À : souches Sir Lact. 

- Milieu B: souches St The Leu*, 

— Mibeu C: souches Se The Leu* His*. 


Sans pasrricde 


Fiasmide PER: 


Flasmide PER... (Barnk, ; 


Piasmide pBR..., (EcoR.} 
2.2. Swellinsme par production de lactamase excrétée. 


Sans plasmide 
Plasmide pBRass 


Plasmide pER... Bambi, 


Plasmide PR, (EcoR.} 


z 

- 1 : aucun transfert de Hir à FT 

1, : transfert Thrt et Leu, 

— à transfert Thr*, Leu, Lac*, 

= 1, transfert Thr*, Leu’, LaëT, His*, 


XL Ordre de passage : Thr, Leu, Lac et His ou Leu, Thr, Lac 
et His. 


6. Transductlon générallsée 

L  Cotransduction pur et nad*: lÜcolonies nad* avec 
px et 3 colonies nad* avec pdx*. Soit 13 colonies cotrans- 
ductantes pur nad* sur les 50 testées (26 %),. 

2 Cotransduction pur et pdx-: 10 colonies pdx avec 
mad" et 13 colons pd avec ad”, Soit 23 colonies cotrans- 
ductuntes pur pdx sur les 50 testées (46 

3  Corome il y a k double de cotransductants pur pdx par 
rapport à pur nid. c'est le locus pdx qui est le plus proche de 


pur. 


7. Transformation 


1. Passage d'un ADN dans une cellule sans contact aucun 
où par l'imermédinire d'un bacténophage, La cellule récep- 
trice est « transformée », elle acquiert les caractères génomi- 
ques de l'ADN ranstéreé. [est nécessuire que la cellule récep- 
ice soit « compétente » et que l'ADN transformant soit de 
taille movenne, bicaténaire et fortement concentré. 


al: 

Témoin : pas de culture souche sensible à l'amphalline 
Cuture. bactérie avant acquis te caractère Ampk 

Len 

fem 





2.3, 


Pas de culture souche sensible à la tétracyolinee 
Culture, bactérie ayant acquis le caractère Tetf 


Pas de culture, bien que translorméé, 18 Coœufhane au 
eau du site BamHi es détruit le gène de résistance à la 
tétracycline 


Culture. bactérie ayant acquis le caractère TetF 





Chapitre 7 


Micro-organismes et milieu 


L'écologie s'intéresse aux interactions des 
organismes avec leur milieu. Elle est micro- 
bienne lorsqu'il s'agit de micro-organismes. 
Cette science est entrée dans sa phase moderne à 
partir du moment où il est devenu possible de 
quantifier, c'est-à-dire d'évaluer, la densité des 
organismes et la proportion des différentes espé- 
ces. De même, de notables progrès ont été réali- 
sés en considérant les flux d'énergie chimique et 
de carbone captés et transformés par les systèmes 
vivants. Îl est ainsi possible de comparer les pro- 


ductivités représentatives des différents écosys- 
tèmes : micro-organismes, zooplancton, phyto- 
plancton et, au-delà, plantes vertes, herbivores, 
carnivores, etc. 

L'objecuf de l'écologie est donc d'analyser et 
de comprendre les forces en jeu et d'en évaluer les 
capacités productives. L'écologisté se voit aussi 
confier par la société le soin de maintenir la pla- 
nète en l'état pour le bien-être de l'homme et pour 
sa santé. 


1. Écologie microbienne du milieu naturel 


1.1. Principales flores 


1.1.1. Océans 


L'écologie marine a pour finalité la connais- 
sance de la structure et du fonctionnement des 
écosystèmes marins, Elle a la charge de la gestion 
et de la protection du milieu marin. 

Les océans constituent une source de matière 
organique pratiquement inépuisable pour 
l'homme. La fertilité des océans est directement 
en rapport avec leur capacité de produire du planc- 
ton, c'est-à-dire une flore et une faune variées 
comprenant des bactéries, des algues, des proto- 
zoaires, des champignons et des levures. Lorsque 


cette population est à prédominance d'algues, on 
parle de phytoplancton : si, au contraire, les pro- 
tozoaires sont en majorité, on l'appelle zooplanc- 
ton. Les formes bactériennes les plus fréquentes 
sont des bacilles à Gram négatif des genres Psen- 
domonas, Acinetobacter, Achromobacter, Cvto- 
phaga, Flavobacterium, Vibrio, Cellvibrio. Les 
espèces à Gram positif sont plus faiblement repré- 
sentées : Bacillus, Clostridium. Les grands cycles 
de la matière vivante évoluent sous l'influence des 
multiples activités bactériennes. 

L'exploitation biologique des océans porte sur plu- 
sieurs secteurs : halieutique, aquaculture, conchyli- 
culture, bioconversion des algues géantes et, bientôt, 
bio-extraction d'ions lourds (or, uranium, etc]. 


La productivité marine doit tenir compte de 
l'impact des pollutions chimiques et microbien- 
nés, Une politique de protécuon, dont d'assamms- 
sement, est aujourd’ hu justifiée au mème Utre qué 
celle de la préservation des ressources vivantes. 


1.1.2. Eaux douces 


Les bactéries sont les éléments clés du cycle bio- 
logique normal dés eaux douces. Ce sont elles, en 
eltet, qui vont débarrasser le milieu des matières 
organiques en solution qu'il contient. Le résultat 
est une augmentation considérable de la masse 
microbienne qui devient alors la proie des proto- 
zoaires prédateurs, Ces formes animales les plus 
rudimentaires servent elles-mêmes dé nourriture 
aux vairons cl aux petits poissons. Les plus gros 
poissons dévorent les petits et l'homme se sent des 
uns ét des autres pour Son alimentation, Les 
déchets organiques qu'il renvoie à la rivière assu- 
rent la multiplication microbienne et le cycle est 
ainsi férié. 

Les eaux de surface assurent en outre le déve- 
loppement des algues qui se multiplient par pho- 
tosynthèse et grâce aux sels minéraux en dissolu- 
tion dans Peau puis qui deviennent la nourriture 
des protozoares où des poissons. 

I en résulie un équilibre biologique naturel à 
l'image de ce qui se passe dans le sol, C'est un 
véritable processus de minéralisation qui s'opère, 
faisant intervenir les différents micro-organismes 
spécialisés dans Les cycles du carbone, de l'azote, 
etc. la minéralisation profitant elle-même aux 
alvues photosynthétiques. 

Cette capacité auto-épuratrice a des limites. 
Elle est efficace dans la mesure où la charge de 
pollution ne déviént pas excessive. Elle dépend 
étronement du métabolisme des micro-organts- 
mes présents et de leur nombre, c'est-à-dire de la 
disponibilité en oxygène du milieu. Le taux d'oxy- 
gène dissous est conditionné par deux types de 
facteurs : la consommation mochimaque d'oxy- 
gène exigée par les micro-organismes pour trans- 
former les matières organiques polluantes et la 
réabsorption d'oxygène à la surface du cours 
d'en. 

La flore bactérienne auto-épuratrice de l'eau est 
en faible partie libre, en suspension dans l'eau 


7] 


(< 1 %), ou adhérente aux végétaux et aux ani- 
maux (épipsamnique), ou encore épibenthique 
sur les berges et Le lit de la rivière, ou enfin ben- 
thique dans les couches hmoneuses profondes. 


1.1.3. Sol 


Le sol à été définr comme « la partie de la éroûte 
terrestre où la géologie et la mologie se rencon- 
trent ». C'est en effet un milieu vivant sur un sup- 
port oréamque et minéral solide. La flore micro- 
biennce tellurique est très vaniée et comprend des 
bactènes, des champignons, des algues, dés pro- 
tozoares ét dés virus. Lés bactéries sont les repré- 
sentants les plus importants de ce microcosme. 
Leur dénombrement en révèle plusieurs milliards 
par gramme, par lecture microscomque dirécté, 
mais seulement une trés luble fraction (à peine ke 
110) par culture. Ce sont des autotrophes où des 
hétérotrophes, des aérobies ou des anaérobies, des 
mésophiles, des psvchrophiles où des thermophi- 
les. Ce sont aussi dés types spécialisés dans la 
dégradation dé la cellulose de la hymne, de la pec- 
tine, des réducteurs de sulfates et des oxvdants du 
soufre, des fixateurs d'azote et des nitrificateurs, 
éte, Tous ces micro-organismes ahondent, en par- 
iculiér au niveau des racines végétales qui hbé- 
rént des composés utiles à leur crorssance. Cette 
région du sol où se développent les racines végé- 
tales en parfate symbiose avéc la prolifération 
bactérienne s’appelle la rhizosphère. 

Parmi les bactéries, le groupe des actinomycètes 
occupe une place privilégiée. Ceux-ci sont en effet 
rélabvement importants en nombre puisqu'ils 
peuvent atteindre plusieurs millions par gramme. 
Les genres prédominants sont les Strepromvees, 
les Nocardie et les Micromonospora. Ce sont eux 
qui donnent à la terre fraîchement remuée le goût 
de mois caractéristique (lerreux} Ce sont aussi 
des agents très actifs dans la décomposition de 
substrats résistants comme la cellulose, La chitine, 
la Kératine, la lignine, etc. Les actinomycètes sont 
enfin bien connus pour leur capacité de synthèse 
d'antihiotiques nombreux et variés, 

Des centaines d'espèces de champignons sont 
aussi présentes dans lé sol. Ces champignons se 
développent en surface et s'insèrent dans les cou- 
ches superficielles par leur prolongement mycé- 
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Figure WIL.2 - Cycle de l'azote dans le monde. Quantités totales (chiffres droits] en 1 CL Flux (chiffres en italique en 


10$ tan), 


fantes : les Mirrosomonas qui oxvdent l'ammo- 
mia én miles puis les Mirrohacter qui oxydent 
les nitrites en nitrates. 

Au cours d'une autre étape d'importance scon- 
daire, la dénitrification, c'est-i-dire la réduction 
des nitrales en azote, un fublé pourcentage des 
nitrates précédemment formés est dégradé jusqu'au 
stade final d'azote moléculure, réconstituant ans: 
une partie de la réserve atmosphérique. Les agents 
directement nmpliqués dans cette transformation 
sont soit des micro-organismes spécialisés comme 
FT. denitrificans où Micrococcus denitrificans, Soil 
des bactéries appañenant à des genres comimuns : 
Piendomeners, Aclrromobactér el certaines éntéro- 
bacténes. Les nitrates où l'azote moléculaire pro- 
duits grâce à l'activité mucrobienne sont disponi- 


bles pour les plantes vertes qui les exigent pour 
satisfaire leur synthèse protéique. 

Les nitrates sont réduits, au niveau cellulaire, en 
ammoniac qui est reffé par amination sur des 
intermédiaires métaboliques, avec formation de 
deux acides aminés principaux : l'acide glutami- 
que et l'acide aspantique. Ces constituants sont 
alors intégrés dans les chaines de Hiosynthèse qui 
donnent naissance à des composés a20tés : protél- 
nes et acides nucléiques. 

L'azote atmosphérique peut tte assimilé direc- 
tement grâce à l'intervention de micro-organis- 
mes. La fixation de l'azote résulte alors de l'asso- 
cation étroite ét indispensablé éntre là plante ét 
les microbes, association qui a reçu le nom de 
symbiose. Elle a été particulièrement bien étudiée 
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légumineuses constituent un exemple remarquable 
de ces effets bénéfiques. Dans certaines conditions 
particulières, le carbone organique peut s'accumu- 
lér au cours des ères géologiques, formant alors 
d'énormes dépôts que homme peut exploiter, La 
tourbe n'est autre que de la matière humique entas- 
sée durant des siècles sous l'effet de facteurs favo- 
rables en milieu très humide et acide}. 

La compression de ces masses quelquelors 
gigantesques. dans des conditions climatiques pri- 
vilégiées, aboutit à la formation de charbon. De 
mème, 1lést généralement 4dnus que ke pétrole est 
un sous-produit de l'incessante activité micro- 
benne, Les hydrocarbures qui le constituent ainsi 
que les composés de l'azote, du soufre réduit, du 
phosphore, etc. font penser à une onginé créant 
que. Les conditions physico-chimiques de la for- 
mation du pétrole semblent parfaitement 
compaliblés avec une activité microbiologique : 
température comprise entre 40 et KÛ °C, pression, 
anaérobose, salinité, etc, Certaines études exp 


0.1. Généralités 


Si de nombreux micro-organismes participent à 
l'équihbre molomque existant à la surface de la 
Terme et même le conditionnent, d'autres au con- 
ture tendent à détruire cette harmonie. [ls sont hau- 
tement nuisibles à l'homme où aux animaux en pro- 
voquant Chéz eux des troubles plus où moins 
graves, Ce sont des micro-organismes pathogènes, 

Cependant, les relations qua existent entre Les 
micro-organismes et un hôte sont loin d'être tou- 
jours néfastes, bien au contraure, cette consé- 
quence fächeuse est la plus rare. 

Schématiquement, on distingue deux prnd- 
paux types de relations entre les micro-organis- 
més et l'hôte. 


2.1.1. Symbiose 


Au sens étymologique, symbiose signifie « vie 
avec », c'est-à-dire un mode de vie ou micro-orga- 


rimentales tendant à reproduire le phénomène 
constituent un argument favorable à une théorie 
qui n'a malheureusement jamais été confirmée 
totalement. Les gaz naturels proviendraient aussi 
vraisemblablement de l'activité métabolique de 
bacténes méthanogènes. [l'est admis que la tor- 
mation de nombreux gisements de soufre natif, 
mamment des dôûmes dé soufre du Texas et de 
Floride, proviendrait de la réduction biologique de 
sulfates par les bactéries sulfato-réductrices. 

À l'inverse, les bactéries du sol Peuvent JOuCr Un 
rôle néfaste en parasttant les espèces végétales et 
en provoquant des altérations, Parmi les bactéries, 
Agrobacterium tumefaciens est responsable de 
tumeurs trou gadfs) bien connues des horticul- 
leurs. Lés Erwinia prédusent des nécroses, dés 
ramollissements, des pourritures chez certaines 
plantés où sur des fronts. Les Xanthomonas son 
étroitement adaptés à des espèces qu'ils parasi- 
tent. C'est aussi le cas dés champignons phytopa- 
thogènes, de virus (mosaïque du tabac, etc.}. 


2. Écologie microbienne de l’homme et des animaux 


nismes et hôte sont étroitement associés, Ce terme 
revêt une signification très large : il pourrait défi- 
nir, en fait, presque tous les types de relations entre 
les mucro-oreamsmes el l'hôte, utiles aussi Mien 
que nuisibles. 

On l'emplone plus communément dans un sens 
restreint pour désigner le mode de coexistence au 
cours duquel les deux partenaires tirent un béné- 
fice substantiel de leur association, Telle est la 
Iniclueusée coopération qui cxuiste cire les rumi- 
nants et les micro-organismes du runmen (panse) 
qui digérent la céllulôse. Cétte symbiose est la 
condition sine qua non de l'existence des uns et 
des autres. Sans ces nucro-organismés, le rumi- 
nant ne pourrait satisfaire ses besoins alimen- 
ares : la cellulose ne pourrait être décomposée en 
ses éléments simples (sucres) mi, donc, lui foumir 
Louté l'énérgié nécessiure à leur synthèse. D'un 
autre côté, les micro-organismes en tirent un subs- 
tantiel bénéfice puisque le rumen constitue, pour 
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Fausons deux expériences pour bien opposer les 
deux phénomènes. Introduisons sous la peau d'un 
cobaye une écharde souillée de bacilles tétani- 
ques. Les bacilles vont se multiplier au niveau de 
la plaie sans jamais pénétrer plus avant mais ils 
élaborent une toxine qui, en diffusant le long des 
filets nerveux, va parvenir jusqu'au système ner- 
veux central. Elle sera alors responsable de tous 
les symptômes de la maladie et principalement des 
contractions permanentes des muscles. Le pou- 
voir pathogène du bacille tétanique est dû unique- 
ment à sa toxine synthétisée ôn site. Inoculons 
maintenant une souris par voie inmtrapéntonéale 
avec une suspension de pneumocoques encapsu- 
lés. Au bout de 24 à 4$ heures, l'animal meurt. 
Après autopsié, on constaté que les pneumoco- 
ques peuvent être isolés du sang du cœur et prati- 
quement de tous les organes : foie, reins, pou- 
mons, élc. Les pneumocoqgues ont pénétré dans 
l'organisme, sont passés dans la circulation san- 
guné puis se sont répandus dans tous les organes 
de celui-ci. On dit qu'ils sont virulents. Leur pou- 
voir pathogène est dû uniquement à leur aptitude 
particulière à pénétrer et à se multiplier active- 
ment dans les organes de l'hôte en dépit de l'éner- 
gique défense que celui-ci ne va pas manquer de 
leur opposer. 


3.9, Mesure d'effet létal 


3.2.1. Dose minimale mortelle (DMM) 


Oh appelle DMM la dose minimale tuant, dans un délai 
déterminé, des animaux dé race, de poids ot d'âge détgrminés, 
En principe, une telle méthode ne recourt pas aux calculs sta 
listiques, Toutefois, ses résultats ne sont pas toujours facile: 
ment imérprétables, ainsi que Le montre l'exemple du 
beau VILLE: DS mg pourrait tre considéré comme la 
DIMM, mais une dose 4 fois plus faible tue quand méme 40% 
des animaux, tandis qu'une dose 2 Cons plus Forte n'en tue que 
A0 &. Detels résultats sont loin étre exceptionnels ét ne per 
mettent pas la détermination d'un DATA. 


3.2.2. Détermination de la dose létale 
50 % (DL) 


La DL, est la dose minimale tant 50% des animaux ino- 
culés, L'appréciation d'une telle dose n'est souvent pas pos- 
sible directement : dans l'exemple précité, 30 % de mortalité 
corréspondraint à la mon de 2,5 animaux : 125 serait la dose 


Tableau VI. - Détermination de la dose minimale mor- 
telle (OMMI. 
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se rapprochant be plus du résultat souhané : toutefois, les 
résultats obtenus avec les doses voisines font douter de sa 
valeur. Aussi, différentes méthodes vont-clles permettre ce 
calcul. 

“ Méthode graphique, On établit une représentation gra- 
phique de l'évolution des pourcentages de mortalité (x'étalant 
de çon à peu prés égale de part et d'autre de 50 1 en fonc 
uon du logarithme des doses inoculées (fig. VIL4 Ceue 
méthode permet dé prendre, dans l'exemple précédent, 1a 
dose de 025 mg comme DL, Toutefms, dans ceue 
méthode, on ne raisonne qu'en fonction des résultats obtenus 
lors d'une seule série d'expérimentations. résulrats qui peu- 
vent vaner d'une sn expérimentale à l'autre. 

+ Méhode mathématique. Elle permet de calculer 
l'erreur standard (Esi d'une dose j déterminée {comme la 
DL par la formule : 

Es = lapra.v. 
avec Es : erreur standard d'une dose x: e : coefficient direc- 
Leur de la drone :e : nombre de points de mesure 4 nombre 
d'animaux de chaque groupe : v: valeur moyenne d'une 
observation. 

" Méthode de Karbes et Behrens, On ne tient compte ici 
que du nombre d'animaux tués dans chaque dlunon. Pour 
deux dilutions voisines, on calcule lé nombre tal d'animaux 
morts que lon divise par deux. Soité ce chiffre (un exemple 


& de mortalité 


TO0% 





Figure VII.4 - Détermination graphique dé la DL. 


concret exposé au tableau VILZ permettra de mieux com- 

prendre ce calcul simple). Soit a la différence de titre entre les 

dilutions successives, La DL... est donnée par la formule : 
DLs, = DL, 9 —E (abln 

avec E : constante ; à : nombre total d'animaux inoculés, 


Tableau VII.2 - Calcul de la DL; par la méthode de Kar- 
res et Behrens. 


Mombre d'animaux 
ITOCuÉs 


Animaux Morts 


Chemi-sommes des 
animaux morts (bi 


Froduits à b 


3.3. Notion de virulence 


La virulence, ou « pouvoir invasif +, était oppo- 
sée à la toxinogenèse pour faire référence à la 
capacité de certains germes de se multiplier dans 
les tissus de l'hôte (malgré les moyens de défense 
de celui-ci} comme les bacilles de la peste et du 
charbon, le preumocoque. 

En fait, la notion de virulence traduit une 
échelle, un degré d'expression de la pathogénicité. 
Elle se mesure expérimentalement en particulier 
par les méthodes qui viennent d'être décrites. Une 
souche À est plus virulente qu'une souche B (de la 
mème espèce) si un nombre plus faible de 
bactéries À est capable d’induire la maladie. 

Les germes virulents possèdent des structures 
ou des constituants spéciaux qui les protègent effi- 
cacement, en particulier de la phagocytose. 

La virulence dépend aussi de l'hôte et de ses 
facultés de résistance. Cette résistance est fonc- 
tion de l'espèce animale, de la race, de l'individu, 
de son âge et de tout facteur susceptible de modi- 
fier ou de diminuer ses moyens de défense. 


4.3.1. Facteurs liés au germe 


3.3.1.1. Fixation-adhésion 

La plupart des infections débutent par l'attache- 
ment de l'agent pathogène aux muqueuses respi- 
raloires, digestives ou urogénitales, selon les cas. 


l 





Cet attachement est un préliminaire indispensable 
permettant à l'envahisseur d'éviter son expulsion 
par les phénomènes mécaniques tels que la toux, le 
flux urinaire, les mouvements péristaltiques de 
l'intestin. 

Bien que les travaux concernant ce problème 
soient en pleine évolution, on peut, dès à présent, 
distinguer plusieurs catégories de structures de sur- 
face intervenant dans ce phénomène d'adhésion : 

= les fimbriae (de type Lou pili des Enterobac- 
fertaceae : de nature filamenteuse, codés par un 
locus chromosomique, 1ls donnent aux bactéries 
observées en microscopie électronique un aspect 
« en hérisson ». Les fimbriae de type 1, de nature 
protéique, confèrent aux bactéries la capacité 
d'agglutiner une large variété de globules rouges 
(cobaye, poule, cheval, etc.}. Cette hémagglutina- 
tion est inhibée par le mannose. Les molécules res- 
ponsables de cet attachement appartiendrasent à La 
grande famille des lectines (sucres) leur permet- 
tant de se fixer aux récepteurs présents à la surface 
des cellules hôtes ; 

- des antigènes d'adhésion, ou adhésines codées 
par des plasmides : de nature protéique également, 
ils correspondent à des fimbrae d'un autre type 
(fimbriae like). [ls adhèrent aux cellules intestinales 
et ont aussi des propriétés hémagglutinantes, mais 
celles-ci ne sont pas inhibées par le mannose. Ces 
antigènes de surface (antigènes K) ont été isolés 
chez les E coli diarrhéogènes de l'homme et de 
l'animal et ils sont considérés comme l'un des fac- 
teurs responsables de la maladie. Quatre antigènes 
de ce type sont actuellement bien connus : 

- K,4 chez les E. coli entéropathogènes du 
porcelet ; 

- K,y chez les E. coli entéropathogènes du 
veau ét du mouton 

- CF, el CF 4m chez les E. coli entéropatho- 
gènes humains. 

— le glycocalvx (fig. VILS): il est constitué de 
longues fibres polysaccharidiques qui adhèrent 
aux surfaces des cellules humaines ou s'enchevé- 
trent aux polysaccharides des cellules réceptrices. 
Contrairement aux antigènes précédents, ils ne se 
développent pas dans les milieux de culture 
in vitre, La quasi-totalité des espèces pathogènes 
se fixe sur les cellules épithéliales des muqueuses 
de la gencive dans le cas de Srr. mutans et Str. sali- 
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Cellule animale 


Figure VIS - Le ghycocalyx. 


Les bactèries et la cellule arumale sont entourées de fibres poly 
sacchanaiques ramihèes et raies aux glhéoorotines rentre 
nares, Les sous-unltés csidiques termenales peuvent interager 
par des forces d'attraction dé tros polaire, les glucides charges 
négalivement sont reliés par des ions positifs bivalents (Mg**} 
Une luson peut aussi se faire per Fintermédiare d'uné teôtiné ; 
cette dernière interaction est spécifique : les bactéries dont les 
polvssccharides sont différents n'édhèrent pas d'aprés Four ia 
SCC... 


varius, du Jéjunum, du duodénum ou de liléon 
avec E. coli, V. cholerae et les Salmonella, du 
côlon avec les Clostridium et les Shigella. La 
palhosémont de ces souches dépend de leur apti- 
tude à se maintenir au contact de l'épithélium pour 
ensuite prolilérer (fig. VILG 


3.3.1.2, Hésistance à la phagocytose 

Le rüle des capsules est bien connu : Les preumeo- 
coques encapsulés (type S), injectés par voie intra- 
pénitonéale à la souris, tuent lanomal en 24 heures : 
les pneumocoques sans capsules (type R}j en sont 
incapables. 

D'autres bacténes (mycobactéries, Brucella, 
Pasteurella) ne sont pas détruites après englobe- 
ment par lés cellules phagocytaires qui ne possé- 
dent pas l'équipement enzymatique nécessaire. 
les bacilles seront transportés 
par les macrophages à l'inténeur desquels ils peu- 
vent se multiplier. 





3.3.1.3. Production d'enzymes 

Uné bacténié virulente possède lé plus souvent 
un équipement enzymatique lui permettant 
l'envahissement des ussus, L'exemple du staphy- 
locoque est démonstratif à cet écard. Cette bacté- 
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Figure WIl.6 - Modèle d'infection bactérienne. 


L'infeciion débute par là fixation de là bacténe sur 8 celluls ani- 
male, Les fores de ghecocal,x déterminent un environnement où 
ks téuinés et les enzymes bacténennes points noirs) diffusent, 
détresent le membrane Collulaie, ot dgérant ke coment cyto- 
plasmique. Les rutrements libèrés fronds blanés) Sont repris par 
le métabolisme bactérien fd'acrés Pour la sctence...] 


ne produit en effet de nombreuses enzymes dont 
lacuvité favorise l'extension du foyer infectieux : 

— la coagulase qui entraîne la formation d'un 
caillot endoveineux protégeant le germe de la pha- 
gocylosé ét induisant la pullulation microbenne ; 

= la Bbrnolysne qui contribue à La dislocation 
du caillot et à la libération puis à Ja dissémination 
des germes : 

— la hyaluronidase, où facteur de diffusion, qui 
hvdrolvse Pace hyaluronique, constituant de la 
substance fondamentale du tissu conjonctié : 

— la désoxvribonucléase qui hvdrolyse l'acide 
désoxyribonucléique et qui intervient dans la for- 
mation de lésions ussulaires. 


d.3, 1.4, Multiplication 

Expénmentalement, Pinoculation de bactéries 
virulentes chez un animal sensible donne lieu à 
une multiplication rapide non seulement au point 
d'injection mais aussi dans le sang et dans tous les 
organes. Ce pouvoir de diffusion est bien établi 
avec des espèces comme le prneumocoque ou le 
Bacille du charbon. 


Le phénomène est identique dans les infections 
humaines bien que les bactéries se muluplient dif- 
ficilement dans les tissus ou dans le sang, Le taux 
de croissance fn vive ést béaucoup plus faible que 
celui observé in vitre. Le pouvoir de multrplica- 
tion sera finalement la résultante de l'activité bac- 
térienne, de ses facteurs de pathogénicité (par 
exemple, enzymes) et des réactions de défense de 
l'hôte. Il sera largement amplifié au cours des 
infections opportunistes qui se greffent sur des 
organismes aux défenses diminuées. 


3.3.1.5. Évaluation de la virulence 

On sait depuis longtemps que l'apparition d'une 
maladie est conditionnée par la quantité de micro- 
organismes infectants. Ainsi, quelques bactéries 
tuberculeuses (de À à 10 imhalées suffisent pour 
provoquer la tuberculose tandis que des popula- 
tions de $. tvphi de l'ordre de 10 doivent être 
ingérées pour engendrer la fièvre typhoïde. D'ou 
la notion de doses infectieuses qu'il est difficile 
évidemment d'établir chez l'homme. 

Il est en revanche possible de faire des évalua- 
tions précises chez l'animal en définissant, par 
exemple, la dose létale 106, c'est-à-dire la quan- 
tité de bactéries éntrainant la mont de 100 6 dés 
animaux infectés. Cependant, comme cette dose 
peut varier selon les animaux et les conditions 
expérimentales, on recherche plus communé- 
ment, pour atténuer cé facteur d'incertitude, la 
DL 50 qui entraîne La mort de 50% des animaux 
infectés. 

Il faut être très réservé sur l'interprétation de ces 
données car, en cffet, les résultats observés seront 
valables pour une souche donnée, pour un mode 
d'introduction choisi (sous-cutané, intramuscu- 
laire, intrapéritonéal, oral, etc.) et chez un hôte 
défini. On sait par exemple que certaines lignées 
de souris sont beaucoup plus sénsiblés que 
d'autres à l'infection tuberculeuse. Par ailleurs, 
ces notions dé type expérimental ne peuvént être 
transposées à l'homme, 


3.3.2. Variations de la virulence 


34.271, Atténuaton de la virulence 


Les souches virulentes tendent à perdre cette 
capacité dés qu'elles sont isolées de l'organisme 
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malade. La virulence s'atténue et même disparaft 
au cours des passages successifs de la bactérie sur 
des milieux de culture artificiels, C'est de cette 
observation futé par Pasteur qu'est néé la vacct- 
nation. 

Dans le choléra des poules (septicémie hémor- 
ragique foudroyante), la souche est atténuée par 
plusieurs repiquages espacés de plusieurs mois. 
Dans le charbon, la « bactéridié +, maintenue à la 
température de 42 à 43 °C, devenait incapable de 
sporuler et perdait progressivement sa virulence. 
Avec la rage, la suspension vaccinalé provenait de 
moelle épinière de lapins tués par le « virus fixe » 
{de virulence constante) puis desséchée à l'air 
pendant plusieurs semaines. Le vaccin antituber- 
culeux BCG, du nom de ses auteurs (Calmetie et 
Cuénin}, est préparé à partir d'une souche d'un 
bacille tuberculeux bovin vivant dont la virulence 
a disparu après 230 repiquages successifs sur 
pomme de terre biliée glycérinée. 





J.3.2.2. Exaltation de la virulence 


Inversement, pour retrouver ou exalter la viru- 
lence, il est possible de pratiquer des passages répé- 
tés sur l'animal qui va sélectionner les bactéries Les 
plus virulentes. L'extension de l'infection au cours 
des émdémies est due à là transmission de l'agent 
pathogène d'un individu à un autre mdividu et au 
maintien ou à l'augmentation de virulence des sou- 
ches sélectionnées à travers ces transferts. Les 
infections iatrogènes qui se diffusent dans les ser- 
vices hospitaliers en sont d'autres exemples. Ici, le 
malade, souvent immunodéprimé, constitue un ter- 
rain particulièrement réceptif. 


322.3 Conservation de ja virulence 


On peut conserver la virulence des souches 
microbiennes par inoculation à l'animal puis pas- 
sages successifs, en respectant des durées calcu- 
lées expénmentalement Actuellement, on pro- 
cède plus simplement par congélation à — 70 °C 
{ou dans l'azote liquide) où par lyophilisation 
{sublimation sous vide à basse température). 


3.3.3. Facteurs liés à l'hôte 


La virulence d'un agent pathogène est différente 
selon l'organisme auquel il est inoculé. Il 'existe 
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Tableau VILA = Principales toxines bactériennes. 


Production de toxi- | - %E aureus 
nes dans l'aliment |- CL horuliricen 


- À, Cérens 

- CE borulineen 
- CE difficile 

- CL perfringens 


Colonisation du 
contenu intestinal 


Colonisation de la 
muqueuse respira- 
toire 


- Borderella pertustis 
- ©. diphteriae 
- Pr. aeruginosa 


- Sir. pheumoniae 


Colonisation de la 
muqueuse diges- |-Æ coli nécrotique 
tive - V. cholerae 


[| 

|: Shigella 
| - EF énlerocoliice 

Colonisation de |-E. coli 

la muqueuse uni- | 

näire | 


- CT. terani 
Le CE perfringens 


Colonisation de 
plaie et d'alheés 


- Sr. aureus 
- Srr. progenes 


- Ps, gerugirosa 


Seplicémic 

















celles de Sh. dvsenreriae, de Bordetella pertussis 
et d'E. coli (entérotoxine), le sont par des bacilles 
à Gram négatif. 

[ est possible de les classer par référence à leur 
localisation ou leurs propriétés pharmacologi- 
ques, où encore leur site d'action dans la cellule. 
Nous adoptérons la première de ces éventualités. 
3.4.1.7.1. Classification topologique 

On distingue dans ces conditions trois types de 
toxines. 

— lesexotoxines vraies, qui sontexcrétées dans 
le milieu extracellulaire immédiatement après leur 


synthèse, sans aucune altération des structures ni 
du fonctionnement de la cellule. Cette situation est 
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- Toxine pertussis, adényleyclase 
- Toxine diphtérique 
- Exotoxine À, $ 


- E coli enterotoxinogène | - Entérotoxines LT, ST 

- Toxine nécrosante (CNF), CDT 
- Taxine cholérique, entérotoxine 
EM, ÀcE 

Shiga toxiné 

- Entérotoxine ST 


- Toxine tétanique 
- Toxines ot, 4 


- TSLS, toxines érythrogéniques, 
streptolysine 
- Exotoxines À, 5 


- Toxines EF, LE 


- Enteroloxines 
- Toxines botuliques 


- Hémolysine 


= Hémolysine BL, céréolysine 
- Toxine botulique 

- Toxines À et B 

- Enterotoxine, toxines À. € 


- Hémolysine 
- Collagénase 
- Perfringolysine, protéases 


- Criotoxine 


- Protéase, neuraminidase 


- Pneumolysine 


- Hémolysine 


- Neuraminidase, protéase 


- Véro toxine 


- Hémolysine 
- Protéases, hyaluronidase 
- Exofoliatines, leukocidi- 


- TSST. hémolysine c nes 


- Protéases. protéines M 
- Protéases, neuraminida- 
ses, phospholipases 





davantage caractéristique des bactéries à Gram 
positif, Ainsi, la toxine diphtérique, la toxine sta- 
phylococcique et la toxine de CE perfringens sont 
sécrétées à 95 % dans le milieu au cours de la 
phase exponentielle de croissance, alors que la 
concentration endocellulaire, sans être nulle, est 
minime (fig. VAL 7a}. On les retrouve dans les fil- 
trats de culture ; 

- les toxines à localisation mixte endocellu- 
laire et exocellulaire, comme la toxine tétanique 
et la toxime botulinique, qui sont libérées en partie 
dans le milieu pendant la phase exponentielle de 
croissance, Une partie plus ou moins importante 
reste endocellulaire et n'est libérée qu'après 
l'autolyse des bactéries (fig. VIE 7h] : 
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Fiqure VILE - Schéma des principaux modes d'action des toxines sur les cellules eucaryotes, 


(C'après À. Pogotf Bull. SEM 15 (2) 2000! 


cependant constituée par des molécules « Hant Le 
cholestérol » telles la streptolysine Q (SLOde 
Sir. prégenes, Va céréolysine © (CLO) de 
BE. cereus, la tétanolysine (TTL) de CE etant la 
perinngolyane de CL Prefringens fig. VIII, 
Cette liaison active les oligomères et permet ainsi 
la formation des pores. 

D'autres agissent en ayant pour cible Les phos- 
pholipides membranares, C'est le cas de la 
oxinée @ dé CE perfringens, à la fois phospholi- 
pase € et sphingomyélinase, qui provoque le cli- 
vase des bicouches lipiiques induisant ainsi une 
déstabilisation des membranes. De plus, certains 
praduints dé ce clivage (el mositol-3-phosphate) 
ont une activité de second messager qui vient per- 
turber le métabolisme cellulaire et, en particulier, 
activer les phospholipases endogènes. 

+ Toxines modifiant un signal membranaire, 
Elles reconnaissent un récepteur spécifique et 
l'activent pour entraîner un signal de type hormo- 


nal, Un exemple en est donné par la toxine ther- 
mostable ($ta) d'E. coli, Possédant 4 ponts disul- 
lure intraméeléculares lui assurant sa grande 
stabilité, cette toxine reconnait comme récepteur 
la guanyiate cyclase du coté amical des entérocy- 
tes. Cette enzyme est alors activée en permanence, 
CE Qu provoque une augmentation importante de 
CMP cyclique qui simule les canaux CE, d'où une 
sécrétion accrue de CE, d'eau et d'autres électro- 
lyies conduisant au syndrome diarrhéique. 

* Toxines modifiant une cible protéique 
membranaire, Certunés souches de Bacteroides 


fragilis sécrètent une entérotoxine qui est une 


métalloprotèéase, Ellé agit en sé fixant sur le 
domaine extracellulaire de la cadhérine E, pro- 
éme impliquée dans les jonchons intercellulures, 
Il s'ensuit des modifications du cytosquelette et, 
notamment, une disparition des grandes fibres 
d'actine, ce qui a pour conséquence une ouverture 
des jonctions intércellulaires. 
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bien dans un produit biologique (sérum, vomisse- 
ments, matières fécales, contenu gastrique ou 
intestinal}. Conformément au protocole défini 
dans le tableau VILS, si une toxine hotulinique est 
présente, tous les animaux meurent sauf ceux qui 
sont protégés par le sérum spécifique. 

Il est possible, en utilisant un poids connu d'un 
produit et un volume connu de diluant, de préciser 
le titre en toxine du produit examiné, les résultats 
étant exprimés en DMM par gramme de produit, 
(aliment, agent infectieux atténué ou de ses anti- 
gènes). 


Tableau VILE - Identification d'une toxiné botulinique à 
partir d'un aliment par toxinotypie. 


- 0 g d'aliment brové 
+ diluant phosphaté mesuré Centre 20 et 40 ml). 
— Contact [minutes 
— Centmfugation, 
— Surnageant réparti en 6 tubes à raison de ? ml 
par tube 
+ 0,1 ml sérum antibotulinique. 


Sérum 
antibaulique ; d E 
de type 


‘Témoin 


— Incuber 30 minutes à 47€ 

— Inogculer 2 souris par tube 
ml voie intrapéritonéales). 

— Observer les animaux durant 4$ heures. 

— Les animaux sont protégés par les sérums spéci- 
Tiques du type en cause. 


ES 





3.4.4, Mycotoxines 


3.4.4.1. Structure et genèse 

Les mycotoxines sont dés molécules produites 
dans les aliments par des moisissures et capables 
d'effets toxiques. On connaït actuellement une 
centaine de mycotoxines produites par environ 
200 espèces de moisissures (tb. VI. 9), 

Le groupe principal ést constitué par les « afla- 
toxines » (fig, VI 0), La contamination du lait 
par l'aflatoxine M, à été mise en évidence dès 
1960, La contamination suit la chaîne alimentaire 
depuis le végétal (céréales) contaminé, par Asper- 
gillus flavus notamment, jusqu'au produit laitier 


(fromage où autre) en passant par l'animal. Les 
aflatoxines végétales (B,,B;,G, où G;) sont par- 
üellement métabolisées chez l'animal en leurs 
dérivés hydroxylés (M, M, M,,P,, aflatoxicol et 
Q,). On a pu déterminer que pour une vache con- 
sommant par jour 6 kg de fourrage contaminé par 
de l'aflatoxine B, à raison de 10 ug-ke”!, on peut 
s'attendre à une excrétion de 0,02 à 0,07 ug-L”! 
d'aflatoxine M, dans le lait en supposant la pro- 
duction journalière de lait à 20 litres. Plus simple- 
ment, il faut considérer que de 1 à 3 % de l'afla- 
toxine B, est transformée en aflatoxine M, ce qui 
a conduit le législateur à limiter le teneur de l’ali- 
ment du bétail en alflatoxine B, à 0,005 mg-kg”!. 
Les étapes de transformation du lait (réfrigération, 
pasteurisation, écrémage, caillage, égouttage et 
salage) ne détruisent pas l'aflatoxme M. Il sem- 
blerait que celle-ci établisse des hasons avec la 
caséine du lait. 

Les fromages peuvent aussi être contaminés 
directement par la présence de souches toxigènes 
dans les moisissures d'ensemencement où par 
invasion de moisissures ambiantes. Les moisissu- 
res utilisées en fromagerie (Fe. camembertit et 
Pe, roqueferti…,} sont tout à fait capables de pro- 
duire des mycotoxines (acide cyclopiazonique, 
acide pénicillique..….). En règle générale, ce risque 
est minime car les souches utilisées ont été sélec- 
tionnées comme non productrices. De plus, elles 
sont caractérisées par leur faible toxicité, leur ins- 
tabilité et, si elles sont produites, elles seront sur- 
out localisées au niveau de la croûte. Les conta- 
minations accidentelles lors de la «vies» du 
fromage (fabrication, manipulation, découpe...) 
restent bien plus fréquentes et plus dangereuses. 





J.d.4.2, Fisques toxiques 

Les aflatoxines s'avèrent être des substances 
très dangereuses, Ainsi l'aflatoxine B, est l'un des 
plus puissants cancérigènes connus provoquant 
des hépatomes primitifs. Expérimentalement, on à 
montré que des rats soumis à des régimes ne 
contenant que quelques ppb de cette toxine (dose 
cumulée de 0,5 me-ke !} développaient des 
tumeurs, De multiples effets ont été constatés : 
mulagenèse, lératogenèse, IMMUNOosUppression, 
allergie, nécrose, neurotoxicité, néphrotoxicité.… 
Ces « mycmoximoses » peuvent être responsables 
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Fiqure VILA - À: formules chimiques de aflatoxinés présentes dans les végétaux, BE: métabolites des aflatoxines 
chez le bétail laitier. 


n'ont pas de législation en la matère ou les 
moyens d'en appliquer une, ce qui explique que la 
teneur maximale recommandée par le Cadex ali- 
mentarius soit à 0,5 ug-L-!. Ces réglementations 
né concernent que lé lait ét pas ses dérivés. 


3.5. Mécanismes de défense 
de l'hôte 


L'organisme ne reste pas passif devant l'agres- 
sion microbienne. Dans la plupart des cas, il 
s'oppose à la pénétration et à l'envahissement 
microben des tissus en metlant en jeu divers 
moyens de défense, 

Les premiers sont non spécifiques, c'est-à-dire 
qu'ils intérviénnent dans tous kés cas quel que sont 
l'agresseur. [ls empêchent la pénétration puis la 
diffusion des microbes. [s constituent ce que lon 
appelle communément la résistance naturelle ou 
l'immunité naturelle, 

Les seconds sont spécifiques et impliquent des 
contacts intimes entre l'antisène microbien et les 
cellules du système immunitaire de l'organisme. 
Cetle reconnaissance mettra en jeu plusieurs (ypes 
de cellules, les lymphocytes B et les lymphocy- 
tes T, dont l'activité contibuera à détruire les 
micro-organismes et à assurer la guérison. 


3.5.1, Mécanismes non spécifiques 


3.5.1.1. Barrière cutanéo-muqgueuse 

La peau offre une certaine résistance à lintec- 
ton, Dé par sa structure dé tissu épithéleal, grâce 
aux couches de cellules kératinisées, à leur rencu- 
vellement permanent par desquamation et à l'éli- 
mination mécanique de toutes les particules acdhé- 
rentes, élle joue un premier rôle de barnère 
passive, Les sécrétions sébacées (acides gras} et 
sudônpares (acide lactique) ont un effet bactéri- 
cide qui complète efficacement l'effet mécanique. 
Entin, les bactéries commensales de la pean, ou 
résidantes, adaptées à leur habitat, empêchent 
implantation d'autres espèces pathogènes spécr- 
fiques où opportunistes. De plus, des étudés récven- 
tes ont montré que la peau jouait un véritable rôle 
immunilaure notamment dans la maturation dés 
lymphocytes T. 


(] 


Les muqueuses, en parlaite continuité avec le 
revètement cutané, peuvent être d'autres lieux de 
pénétration. La muqueuse respiratoire, grâce aux 
cellules ciliées et aux cellules à mucus, assure 
l'englobement et l'élimination de 90 % des parti- 
cules imhalées, Le pénstaltusme imtestinal, le flux 
urinaire, l'écoulement des larmes sont autant de 
moyens physiques inhibant l'adhérence des 
nHCrO-Organisnés AUX MUQUeUses. 

Sur le plan chimique, on peut évoquer le pH 
gastrique qui stérilise le contenu stomacal, le 
lysozvme des sécrétions nasales, lacrvmales, sal1- 
vaires et intestinales qui détruit le peptidoglycane 
de la parot bactérienne. 

Par alleurs, Les Mores commensales naturelles de 
ces muqueuses assurent le maintien d'un équilibre et 
empéchentiouté pénétration et pullulation d'espèces 
étrangères, Toute maxilication de cet équilibre, en 
particulier par les antibiotiques, entraine un dysmi- 
crobisme et la prolifération d'espèces pathogènes. 
Dans la flore intestinale de l'homme parexemple, kes 
bactéries anaérobies smictes qui prédominent 
(10! bhactéries-g7!) jouent un rôle protecteur bien 
connu qu'on appelle effet de barrière. 


4.5.1, Héaction iflammatoinre 


La peau ou les muqueuses peuvent être franchies 
à la suite de lésions plus où moins profondes : exco- 
natons, prqürés, brûlures, plues, ete. Les bactéries 
parviennent alors dans le tissu conjonctif et indui- 
sent une série de réachons physiopathologiques au 
niveau cellulaire et tissulaire dont l'ensemble cons- 
tue Ja réacton inflammatoire. Ce processus, 
connu depuis le milieu du XVI siècle, est caracté- 
risé par quatre symptômes : la rougeur, la chaleur, 
la douleur et linduration. 

La réaction mflammatorre débute avec l'agres- 
sion des cellules des tissus à Ja suite, par exemple, 
d'une plate. L'altération dé tout vaisseau sanguin 
entraine le déclenchement du mécanisme de coa- 
gulahion dont lés principaux facteurs vont activér 
la réaction inflammatoire (facteur XI activant fa 
producuon de kimines et l'adhésion des leucocy- 
tes : thrombine favorisant la libération de séroto- 
nine par les plaquettes : fibrine à effet chimiotac- 
tiqué sur les leucocytes). 

La hhération de médiateurs chimiques (hista- 
mine, bradykimne}, due aux altérations cellulaires 


par les bactéries, produit ensuite une vasodilata- 
tion et une augmentation de la perméabilité caprl- 
lire des tissus régionaux, d'ob la rougeur et la 
sensation de chaleur (fig. VIT Ja). 

Le foyer infectieux est l'objet d'un afflux leu- 
cocytaire. Après avoir adhéré aux parois vasculai- 
res des vaisseaux capillaires, les leucocytes du 
sang (surtout les polynucléares) migrent à travers 
les parois : c'est la diapédèse. La mobilisation des 
leucocyies se fait sous l'influence de facteurs 
chimiotactiques d'origine microbienne (polysac- 
charides}, leucocyture ou sérique (complément) 
et de médiateurs (kinines}. Les endotoxines exer- 
cent un effet inverse (chmiolacusme négatif) 
(eg. VEL Ib). I faut noter qu'à ces phénomènes 
s'ajoute une importante fuite des protéines plas- 
matiques conduisant à un œdème qui peut occa- 
sionner des désordres physiologiques supplémen- 
tures. 

Ce conflit cellulare et tssulare, limaté par né 
barrière de fibrine, donne naissance à un foyer 
purulent constitué de leucocytes méêlés aux tissus 
nécrosés. La sensation de douleur est due à l'exci- 
tation des terminaisons nerveuses loço-régionales 
(fig. VILI IC) 


3.5.7.3, Phagocytose 


La réaction mflammatoire assure Fa mobilisa- 
tion spécifique ou non spécihque des cellules 
phagocylures. Ellé constitue donc une étape 
indispensable à la phagocytiose, étape ultime du 
processus de défense qui tend à la destruction de 
l'agresseur. 

Les cellules phagocytaires comprennent, d'une 
part et en pronté, les polynucléaires neutrophi- 
les ei, d'autre part, les monocytes sanguins et les 
macrophages tissulaires du système réticulo-his- 
nocytare (macrophages alvéolures du poumon. 
cellules de Kupffer du foie, macrophages de la rate 
et des ganglions lmphatiques}. 

Le phénomène de phagocytose comprend plu- 
sieurs phases (fe. VIL 121 

* Phase d'adhésion. À l’origine de cette étape. 
plusieurs facteurs complexes : attraction cellulaire 
hé aux charges électriques membranures, facteurs 
extracellulaires (complément, opsoninest, Les cel- 
lules phagocytares émettent des pseudopodes (leu- 
cocytes] ou des voiles cytoplasmiques (macropha- 
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Figure VIT - Aéaction inflammatoire. 


d : vasodilatmion, rouceur, Char ; 
b : diapédése : 
G : tumeur, douleur, 


ges) qui assurent le contact avec les particules à 
ingérer, Le rôle du chimétachsme et de Pimmuno- 
adhérence est sans doute, 1c1, prédominant. 

+ Phase d'ingestion. À la suite du contact, les 
membranes des cellules phagocytaires englobent 
la particule étrangère, lusionnent autour d'elle et 
forment finalement une vacuole complètement 
close ou qui la tient prisonnière. Cette activité est 
favorisée par le complément et les opsonines. 

* Phase de digestion. Les lysosomes primaires 
(sacs d'enzymes des granulations) de la cellule 
phagocytaire migrent puis viennent s'accoler à la 
vacuole en  déversant leur contenu enzymatique 
(pour former un phagolvsosome où lysosome 
sécondatre). Cette phase ést visualisée par le phé- 
nomène de dégranulation que l'on peut mettre en 
évidence au microscope, Les lysosonmes étant neu- 
trophiles. Le pH inteme acide des lysosomes (de 
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Figure MIL1Z - Différentes phases de la phagocytose 
d'une bactérie par un polymucléaire. 


3,5 à 4,5) joue un rôle déterminant dans la rupture 
des membranes lysosomiales lors de cette étape. 
Cette phase coïncide avec la mort des bactéries et 
leur « digestion » enzymatique. En effet, les lys0- 
somes contiennent une grande variété d'enzymes 
(ysozyme, phosphatase acide, nhonucléase, glu- 
curonidase, galactosidase, lipases etc.) ainsi que 
d'autres molécules bactéricides non enzymatiques 
(succinodéshydrogénase, lactoferrine, peroxyde 
d'hydrogène). 

Pendant ce processus, il apparaît une profonde modifica- 
tion du métabolisme de la cellule phagocvtaire : augmenta- 
tion de la consommation d'oxvaène, de la glycolysc et du 
shunt des pentoses. Tout ceci conduit à accroître la production 
d'ions superoxvdes afin de synthétiser Le peroxyde d'hydra- 
gène CH,0,1 intervenant dans le pouvoir bactéricide. Par 
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ailleurs, on assisté à l'appantion dé prtéinés cationiques 
(cathépsine G), détruisant La membrane, et d'enzymes (lyso- 
zymes) à spécificité antipariétale. 

Dans le meilleur des cas, be processus mfecueux est enrayé 
par destruction et élimination dé l'agresseur. Le conflit n'éva- 
lé pas toujours aussi favorablement. Certaines thérapeuti- 
ques peuvent diminuer Le nombre et l'activité des leucocytes : 
d'autres inhibent la réaction inflammatoire (glucocorticot- 
desi. Les germes encapsulés 1 ceux qui synthétisent des toxi- 
nes empéchent la phagocyiose, Les phagocytes, lorsqu'ils né 
disposent pas des enzymes actives nécesures, englobent 
l'agent infectieux mais assurent sa persistance, son transport 
dans les tissus, éventuellement sa multiphication, ce qui abou- 
tit alors à la mort cellulaire, Cette éventualité est le propre des 
agents infectieux dits intracellulaires comme les mycobacté- 
nes, les racella, les Listerra, les Chlamydia, eu. Cependant, 
l'hôte possède des mécanismes de contre-attaque à cette 
faculté qu'ont certumes bactéries d'échapper à la phagexcy- 
lose, Dés anticorps cireulants sont capables de neutraliser les 
toxines. Une fois complexée à l'anticorps correspondant, 14 
toxine perd sa faculté à diffuser rapidement et devient sensi- 
ble à la phagocytosc, Far ailleurs, des bactéries encapsulées 
sont aisément « capturées * parles cellules phagocviaires dès 
lors qu'elles sont recouvertes d'anticorps, Ce phénomène, 
nommé opeonisation, permet une liaison bacténe-phagocyts 
grâce à des récepteurs spécifiques. Cetté possibilité est poten- 
tialisée par la présence de certaines fractions du complément 
(CSb notamment). 

Nous avons vu que l'adhérence des microbes aux membra- 
nes cellulaires constituait l'éape première de l'infection (voir 
& 33.111. Certains anticorps peuvent l'empêcher en recou- 
vramt la cellule microbienne d'anticorps (phénomène de coa- 
tngi, comme les immunoglobulines de type lgA. 


3.5.2. Mécanismes spécifiques 


Ils peuvent être cellulaires ou humoraux. Leur 
muse en place fat appel à des cellules particuliè- 
res, les lymphocytes, appartenant aux formations 
lymphoïdes et aux tissus du système réticulo-his- 
tiocytaire (rate, thymus, moelle osseuse, etc.). Le 
schéma représenté sur la feure VIL IS montre la 
différenciation qui s'opère à partir des cellules 
souches et qui aboutit aux cellules effectrices. 
Deux types différents de cellules lymphoïdes sont 
impliqués dans ces processus de défense : 

- les Iymphocytes T  (thymodépendants), 
responsables de la réponse cellulaire, activés au 
contact de l'antigène bactérien, ils libérent dans le 
milieu des substances appelées lymphokines qui 
exercent une activité spécifique sur les cellules 
effectrices phagocytaires en les mobilisant à situ 
et en induisant un effet cytotoxique : 
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Figure VIL13 - Relations entre les deux types de réac- 
tion immunitaire. 


— les lymphocytes B (bursodépendants), qui 
sont les précurseurs des cellules productrices 
d'anticorps (plasmocytes). 

À la suite d'une stimulation primaire d'antigé- 
nes, les anticorps produits par les plasmocytes 
apparaissent en 8 à 10 jours dans le sang. Ce sont 
les Lo M dans un premier temps puis les 1eG. En se 
combinant spécifiquement avec les antigènes, ils 
neutralisent le pouvoir pathogène de la bactérie en 
assurant sa destruction puis son élimination. Leur 
mécanisme d'action est très divers, Certains, les 
antitoxines, neutralisent les exotoxines protéi- 
ques : d’autres fixent le complément et induisent 
la lyse de la cellule sensibilisée : d'autres encore, 
les opsonines, facilitent la phagocytose, etc. 

L'élaboration des anticorps est modulée en 
fonction des stimuli (fig. VA. 4}: 

- après un prermér contact (fig. VIE da}, on 
parle de réponse primaire ; les anticorps sont 
décelés à partir du cinquième jour ; leur taux est 
maximal vers le quinzième jour ; 

— après un deuxième contact (fe. VIL/4b), on 
dit que la réponse est secondaire : l'augmentation 
est plus rapide et plus intense : 
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Figure M4 - Mode d'apparition des anticorps. 


- à la suite de stimuli successifs et rapprochés, 
on obtient dans l'organisme une hyperimmuni- 
sation ; la réponse est de plus en plus forte mais 
elle atteint un seuil maximal (fe. VII. lc). 

Les réachons immumitares peuvent être renfor- 
cées par différentes substances qu'on appelle des 
adjuvants. [ls sont de nature minérale (hydroxyde 
d'aluminium, phosphate d'alumine), bactérienne 
(BCG) ou huileuse (adjuvant de Freund). Ils retar- 
dent la résorption de l'antigène et amplifient la 
réaction inflammatoire. Inversement, certaines 
thérapeutiques (coricoïdes, antimntotiques, glo- 
bulines antilymphocytaires) utilisées en cancéro- 
loge où en transplantation dépriment l'immunité 
en agissant sur les lymphocytes T, Elles font le jeu 
des mfechons opportunistes. 

Ainsi, dans la réponse immune, les cellules 
lymphoïdes B et T sont engagées. La reconnais- 
sance de l'antigène est un événement ponctuel qui 
doit être amplifié le plus rapidement possible afin 
que les deux stratégies de défense, anticorps et 
immunité cellulaire, puissent s'exercer avec eff- 
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microbienne et la colonisation de la paroi veineuse altérée 
donnent naissance à un culot veineux adhérent (thrarhes- 
phhébite) qui, en se fragmentant, libère brutalement et massi- 
vement les agents infectieux fe. VE ISi Ce mécanisme est 
le propre des septicémes à Sraphyloceccus, à preumocoques 
et à Srrepecoccus, Il peut être rencontré avec certaines enté- 
robacténes et des anaérobies. 

+ Seplicémies à point de départ lymphatique. L'excme 
pie le plus démonstranf est célui de la févre typhoide. La 
ponte d'entrée est, ici, digestive. Les bacillés phiques, après 
ingestion, traversent sans lu léser la muqueuse intestinale, 115 
sont arrêtés par les ganglions lyeaphatiques mésemtériques 
dans lesquels ils se multiplient avant d'être déversés avec La 
lemphe dans le sang circulant. La Bièvre tphoide est donc 
d'abord une scpucémie d'ongine lymphatique. L'éal seplt- 
cémique et la libération de l'endotosine microbienne rendent 
compte de la symptomatologie : èvre, splénomégalie, 
tuches rosées lenticulaires, ete, L'action de l'endotesime sur 
les centres neurorégétatfs du troisième ventricule explique 
lupitos Létat de torpeurt, Le déréglement thermique, le coibap- 
sus cardio-vasculaire. 

* Endocardites. Les germes, souvent peu viulems, sc 
multiplient dans les végétations endocardiaques pour se dis 
perser ensuite dans la circulation. La greffe tale survient à 
partir d'une bacténémie latente d'origine diverse (urinaire, 
dentaire, pharvngées. L'endocurde, altéré par une maladie 
antérieure telle que rhumatsmé aruculaire aigu. athéronie, 
etc. constitue un térrain d'élection pour ba moltiplication des 
germes. La faible virulence de ces déméers explique ke carac- 
ère excemionnel des foyers suppurés secondaires, 
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Figure WII.15 - Septicémie thrombophlébitique. 


a : érvahissement des bactanes dans le fhrombus ; 
5 : fragmentation en microthrombus per les enzymes bactérien- 
nes Gt départ vers là Circulation. 


Certains germes peuvent aussi se greffer sur un endocarde 
sain, d'où la distinction classique entre les endocardites 
aigués à germes progènes qui s'implantent sur un ermdocarde 
Sin et les endocardites subaigués ou lentes (maladie d'Osler) 
à Mer. vérrdonrs Où à d'autres germes qui compliquent une Car- 
diopathie préextstante, 


3.6.3. Principales infections 


J3.6.2.7, infection due à la multiplication 
des germes 

Elle est provoquée par des micro-organismes 
qui agissent par leur seul pouvoir invasif, comme 
Sir. preumonige. L'intection à preumocoque pro- 
voque la pneumonie lébare franche avec fièvre, 
douleur pleurale aiguë et frissons. Cette patholo- 
ele est la conséquence du développement micro 
bien, lui-même dû à la production d'une capsule 
qui empêche ou retarde la phagocytose, D'autres 
infections sévères sont ducs à un processus de 
muluplication : le charbon (&. anthracis, formes 
sporuléés sérminant fa vivo el sé multipliant dans 
la rate), la peste (F pestis), les streptococcies 
(Streptococcus à streptolysines, streptokinases, 
hyaluramidases...}, lés méningococcies (Neisse- 
rié mérinentidis). 


36.2, dliecthons dues à des formés 


* Toxi-infection. La pathologie des infections 
ä caractère toxique est éssentiélléement née à la dif 
fusion d'une toxine produite par des micro-orga- 
nismes se développant dans l'organisme. 

Le tétanos en est le cas typique lié à la souillure 
d'une blessure, souvent minime (écharde), par 
CL tetani Après incubation de 3 à 12 jours appa- 
raissent les premiers signes cliniques (contraction 
douloureuse permanente des muscles de la motri- 
cité}, La toxine a été véhiculée par le sang et agit 
sur les synapses des cellules nerveuses, 

CL perfringens est l'agent d'unt gangrènc 
vazeuse particulièrement sévère. L'infection se 
déclare soit à la sunte de blessures profondes 
souillées, soit lors de viscérites. L'agent patho- 
gène est à la fois virulent et toxigéne. La virulence 
du germe lui permet de se disséminer dans l'orga- 
msme jusqu'au stadé de là sépticémie de type 
thromboembolique, De plus, la fermentation des 
glucides avec production de gaz accélère la 
nécrose des tissus ce qui favorise la dissémination 
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Tableau VIL11 - Les maladies infectieuses en France en 2000. 





Grippe 


20 000 
6 714 
1 700 


Hépatite B 
Tuberculose 
SIDA 
Paludisme (cas importés) 
Méningites 
Listériosc 








du germe. La production de toxines comme la 
toxine, à activité lécithinasique, ou, aux propriétés 
hémolytiques et nécrosantes, entraîne une toxé- 
mie grave. 

La diphiérie est un autre cas de toxi-infection 
qui avait presque totalement disparu dans les pays 
développés mais qui réapparaît en particulier dans 
les pays de l'Europe de l'Est. €. diphteriae en est 
l'agent responsable, Son pouvoir est d'élaborer 
une toxine sécrétée au fur et à mesure de sa for- 
mation et qui va bloguer les synthèses protéiques 
provoquant la mort cellulaire. 

* Intoxination. L'intoxination peut se définir 
comme étant une maladie liée à l'ingestion d'une 
toxine bactérienne. Tous les symptômes sont dus à 
la toxine sans qu'il y ait besoin de la présence du 
germe. 

CT. botulinum est le représentant le plus redou- 
table des intoxinations car lé plus souvent mortel. 
Le botulisme, succédant à l'absorption d'aliments 
renfermant la toxine élaborée par ce germe 
(notamment des conserves mal stérilisées et des 
produits de charcuterie), est caractérisé par des 
paralysies flasques et des troubles digestifs. 

St. aureus producteur d'entérotoxine, est le cas 
ke plus courant, dé nos jours, d'intoxication ali- 
mentaire, souvent collective. Les staphylocoques 
entérotoxiques sont souvent présents dans les pro- 
duits alimentaires en petit nombre et sont sans 
inconvénients si les aliments sont consommés 
rapidement : si les conditions de préparation ou de 
conservation permetient leur développement pen- 
dant quelques heures (rupture de la chaine du 
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8, 8 millions l'hiver 1999-2{KK) 
2 millions l'hiver 20-2001 
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froid}, il y a production d'une toxine thermosta- 
ble ; une cuisson éventuelle détruira les germes 
sans dénaturer la toxine. Après le repas, la toxine 
agira sur des récepteurs neurovégétatifs mésenté- 
riques, provoquant brutalement, 3 heures plus 
tard, de violents troubles digestifs qui disparais- 
sent aussi brusquement moins de 24 heures après. 


3.6.43.3. Infections mixtes 


Comme leur nom l'indique, ils'agit d'infections 
à caractère à la fois mvasif et Loxigène, 

Les infections staphylococciques en sont un 
bon exemple. Élaborant de multiples enzymes 
(coagulases, fibrinolysines, hyaluronidases, B-lac- 
tamases.…. .} leur assurant un pouvoir mvasif Impor- 
tant, les staphylocoques sont également toxigènes 
(hémolysines, leucocidines...]. Ceci peut conduire 
à des affections localisées (furoncles, abcès) ou à 
des infectons plus généralisées (septicémies 
thromboemboliques ou vasculaires, endocardites). 

Les salmonelloses à $, tvphi ou pararvphi a, b 
ou €, regroupées sous le nom « fièvres typhor- 
des », se caractérisent aussi par ces deux aspects. 
Provenant généralement d'une eau contaminée, 
les germes sont ingérés, se multiplient dans 
l'intestin, traversent la barrière intestinale et 
gagnent les ganglions lymphatiques mésentéri- 
ques qu'ils colonisent et, de là, passent dans le 
sang (pouvoir invasif}. À ce niveau, ils élaborent 
une toxine irritant le système nerveux végétatif 
(pouvoir toxigène). Tout ceci se matérialise par un 
état septicémique, des vomissements, des diar- 
rhées, des atteintes du tractus digestif (perforation, 


hémorragies} et un état de prostration particulier, 
le « tuphos ». 


3.7. Épidémiologie 


Les maladies infectieuses ont un componiement 
bien particulier. Tantôt elles se répandent comme 
un feu dé broussutles dans là population d'une 
région, d'un pays où d'un continent, puis révres- 
sent et disparaissent, Elles se manifestent sous 
forme de poussées soudaines et aiguës qu'on 
appelle épidémies, Telles sont celles de peste, de 
choléra, de typhus qui ont sévi au cours des siècles 
et qui ont très souvent changé le sont d'une guerre, 
modifié l'histoire d'un pays, Tantôt, au contraire, 
une très fuble proportion d'individus est attente, 
maintenant en permanence le foverinlectieux. On 
dit que la malache est endémique, les maladies 
que l'on contracte dans l'enfance, telles la rou- 
geole, la scarlatine, la coqueluche, etc. en sont des 
exemples classiques, Tantôt, enfin, la maladie se 
manieste sous forme de cas 1s0k6s, sporadiques. 

Pourquor en ést1t ans ? Pourguin, dans certar- 
nes circonstances, existe-t-11 un équilibre entre 
l'agent pathogène et une population, et pourquoi, 
dans d'autres, les mdividus sontals atteints en 
masse ? Quelles sont ces circonstances ? Une 
observation attentive des phénomènes montre que 
l'apparition d'une maladie n'est pas conditionnée 
uniquement par agent infectieux et Mhôte mais 
aussi par tout un ensemble de circonstances qui 
tendent à la favoriser ou à l'empêcher. 


3.7.1. Mode de transmission 


J.7.1.1. 


Les maladies crane per Gomtaiut sexuel thés maladies 
ssucllement tansmissibles où MST} sont particulièrement 
répandues de nos jours. Elles se mamlestent sous Forme 
d'ulcérations qui siègent le plus souvent au niveau de app 
reil génital. [s'agit principalement de Ta sv philis (lreponeme 
paid) et du chancre mous CA dire E 

Elles s'expriment également par les arétnites qui survien- 
nent quelques jours après le rapport sexuel er qui se caracté- 
disent par un écoulement parlent de l'urétre et des douleurs 
à La miction, le gonccoque et les Clemsdiens en sont les prin 
cipaux agents responsables, 

Dans d'autres cas, le contact est simplement manuel : ba 
tularémie, maladie des rongeurs sauvages et des lèvres, peut 


Contact direci 


Être transmise directement au chasseur par le seul contact des 
mains, 

Cm peut aussi ranger dans cette catégorie kes infections cœn- 
sécutives à la souillure d'une plaie, Elles sont hémignes lorsque 
les microbes introduits sont des saprophytes de la peau. Elles 
sont au contraire sévères si les plaics sont profondes st si la 
contamination cat déterminée par des Clostridiun toxigènes 
LCL pertringens, Ci fisolticunt, etc il trouvant un milieu 
anaérobie Mal à leur développement, car par CE tant, 
l'agent du tétancs. 

La maladié charbonneuse peut être transmise, selon un 
mécanisme analogue, dés arumaux infectés à homme pa 
contact direct, Au point de pénétration. plus souvent une 
CHIQUrE où une érosion cutanée, apparait une primo-tnlectron 
où chanere d'inccuslation. 

Les larves infestantes de blharzics furcocercaires) péné- 
dent dans l'organisme habrnenn par voie vranscutanée lors d'un 
bain en en contiminée. 


3.7.1.2. Voies respiratoires 


Elles jouent va re primordial dans la transmission d'un 
grand ocibre dé maladies miectieuses, L'homme, en tous: 
sant, en éternmeant ou tout simplement en parlant, dissémine 
dans l'atmosphère environnanté un nuage de soutieletiés 
muco-protéiques provenant de ses sécrétions buccalés (gout- 
telcties de Pfluggei. Ces gouticettes contiennent d'mnom- 
brables micro-organismes vivants qui vont se maimicnir en 
suspension sur leurs suppons protéimques ou sur les poussié- 
(DSL de l'aimosphère, La trananthission par les aéroanls TES pira- 
oies explique l'extrème diffusion d'un grand nombre de 
maladies : tuberculose, diphrénie, coqueluche, peste pnetine 
nique. mérmenc cérébro-spiadle éprdémique, anginés, étc. 
Les infections des voies respiratoires supérieures d'onine 
virate telles que la grippe ou le hanal rhume de cerveau sont 
ransnuises de cette manière, de mème que Les oreillons, la 
roeéobe, La vendée, la poliomvélité, été. On peu + assimiler 
ls conatunations par des spores d'Aspergilus, de 
Ce aibicens ou d'autres actnomycètes, En 1976, à Philedel- 
phte,uré maladse imlectieuse inconnue frappe lés participanis 
d'une réunion de vétérans de l'armée américaine Une nou- 
voile bactérie. Legéonella preumephita. est détectée dans les 
circuits de climatisation de hôtel où a cu leu 13 réunions, 

D'autres épées Éanites, sinusles, asthmé, cie. i ont 
été décrites à la reprise du travail, sort le lundi soit au retour de 
ViCances, L origine de LES patches pro tent des climat: 
seurs et des humidificateurs utilisés dans Les locaux profes- 
sionnels 


3.F.1.4 Voies digestives 


Certains micro-organismes contaminent l'individu par 
voie buccale lorsqu'ils sont ingérés avec l'eau ou les aliments 
pollués, Tels sont les agents de la fièvre tphoide, de la dysen- 
terne, du choléra, des imoxications aliméntures, de la dise 
matose féasciole heparticaet lamibtiase {Enramesche dysern- 
eriae). de l'ascandiose, du téniasis, du svndromé dé Lire 
nigrans viscéral, de lhydatiose et de l'échinococense, el 


18 


Hidden page 


population isolée géographiquement, une épidé- 
mie de rougeole s'étend progressivement à tous 
les individus sensibles quel que soit leur äge. 
L'immunité conférée par la maladie est de très 
longue durée, elle s'installe dans la population et. 
à un moment donné, la rend lotalement résistante. 
Le nombre d'individus sensibles est donc nul à cet 
instant : il augmente à la suite des narssances 
jusqu'à ce qu'un nouveau contact, apporté de 
l'extérieur, déclenche une deuxième épidémie. 
Celle-ci sera d'autant plus large et plus grave que 
le temps écoulé sera long. L'épidémue des îles 
Féroé, au nord de l'Écosse, qui séviten 184@%en est 
un éxémple démonstratif : tous les individus 
furent frappés, sauf les sujets âgés qui avaient été 
atieints de la maladie 60 ans plus tôt, Dans de tel- 
les circonstances, la gravité de la maladie est 
exccptionnellement élevée ainsi qu'en témoigne 
lé taux de mortalité, qui peut atteindre 25 %. 

Au contraire, dans la plupart des pays en com- 
merce étroit les uns avec les autres, F1 rougeole 
sévit à l'état endémique, réapparaissant tous les 
ans ou tous Les deux ans chez les enfants sensibles, 
lorsque leur nombre atteint un certain niveau, 

La notion d'âge est souvent étroitement en rap- 
port avec l'état d'immunité. L'exemple de la polio- 
myélite pourra nous en convaincre. Dans les pays où 
l'hygiène est peu développée, Les individus dès leur 
naissance sont en contact permanent avec Les virus 
responsables. À l'âge de 4 ans, tous ceux qui ont 
survécu à cette atteinté possèdent uné sole ammu- 
nité. En revanche, dans les pays où l'hygiène et le 
niveau sanitaire se sont constamment améliorés, les 
sujets ne subissent pas l'agression continuclle des 
virus et ne s'immunisent pas. S'ils éntrent en con- 
tact avec eux au cours de l'enfance, à l'adolescence 
ou à l'âge adulté, ds font alors la maladee. 

Un autre exemple, celui dés gastro-cntérites 
infantiles, nous montre encore l'importance du 
facteur âge. La quasi-totalité dés sujets atteints 
sont des nourrissons de moins de L'an, Les plus 
exposés ont de 15 jours à 4 mens. lé, pourtant, on 
ne connañt nullement les raisons de cette sensihi- 
hté particulière. 


3.7.2.2, Agent infectieux 


On a supposé, durant de longues années, que la 
progression d'une maladie et son caractère de gra- 


vité dépendaient de la virulence de l'agent infec- 
dieux. Cette virulence aurait été modifiée, aggra- 
véc ou atténuée, selon les contacts de l'agent avec 
l'hôte. Et l'on a recherché, pour s'en convaincre, 
des tests de virulence soit de vitre soi in vive sur 
des animaux de laboratoire susceptibles d'établir 
ce parallélisme, Les résultats ont été trés déce- 
vants pour la simple raison que le pouvoir patho- 
eène sé manleste sur un terrain, cn l'occurrence 
l'homme, et que vouloir se référer à l'animal, ou 
plus encore à un test biochimique, pour le définir 
ésl uné athtude a priori Critiquable. 

En revanche, une notion est claire : celle de la 
srande mutabilité de certains agents infectieux. 
Elle joug un rôle primordial dans l'éclosion et 
l'évolution d'une émdémme. L'exemple de la 
grippe est, à cetépard, significatif. Depuis lYTS, Ja 
population mondiale a été successivement atteinte 
par des virus grippaux de types antigéniqués dif- 
férents, appelés À, Al et A Elle a acquis une 
solide résistance vis-à-vis de chacun d'entre eux 
car limmunité conférée par linléction est spécr- 
fique du type antigénique en cause. I semble donc 
qué le déclenchement d'une épidémie où d'une 
pandémie grippale survienne à la suite d'une 
mutation du virus vers un nouveau type antigéni- 
que vis-à-vis duquel la population n'est pas encore 
immunisée, Ce mécanisme explique la difficulté 
de mise en œuvre de moyens prophylactiques spé- 
cifiques puisque, à chaque occasion, c'est un nou- 
veau type de virus qui est en causé, 


d.r.2.0. Variations gé0gra0Mques 
et saisonnières 

Certaines maladies comme la fièvre typhoïde, la 
tuberculose, la coqueluche, la rougeole, la grippe 
et la toxoplasmose sont mondialement répandues. 
D'autres, au contraire, semblent se cireonserire à 
des lovers séograpluques localisés à parut des- 
quels elles essaiment en poussées épidèmiques. 
Le choléra, par exemple, est une maladie essen- 
tiellement astatique, qui à pratiquement disparu 
du monde occidental depuis 1921: elle renait 
depuis LT (TE pandénne) et cherche à s'implan- 
ter, de nos jours, au Moven-Orientet dans une par- 
tie du pourtour méditerranéen. 

L'infection lépreuse s'étend aux seules zones 
équatoriales et tropicales. Le trachome, qui atietn- 
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drait plus de 500 millions d'individus, est particu- 
lèrement répandu dans les régions chaudes et dés- 
héritées de l'Asie et de l'Afrique, Le paludisme 
sévit surtout dans les pays pauvres et est particu- 
hérement grave dans les régions tropicales ; 
l'anubiase se rencontre essentiellement entre le 
40° de latitude nord et le 30° de latitude sud. La 
bilharziose existe à l'état endémique en Afrique et 
en Aménque du Sud, dans les régions tropicales et 
équatoriales. 

Nombre d'inféchions se mandestent avec prédi- 
lection au cours de certaines saisons, On sait très 
bien que les maladies dites de l'enfance telles que 
la Scarlatine, la rougeole, la rubéole, la vancelle et 
la coqueluche surviennent essentiellement pen- 
dant l'hiver, La poliomyélile, au contraire, sévit 
toute l'année sous les tropiques, en été et en 
automne dans les régions tempérées. 

Les maladies transmises par les arthropodes 
sont évidemment les plus soumises à ce facteur 
saisonnier. Leur éclosion dépend avant tout du 
cycle de vie de l'insecté vecteur. 

D'un point de vue général, en favorisant la mul- 
tiphcation des micro-organismes dans les milieux 
extérieurs à l'homme, comme l'eau, ou dans les 
substances alimentaires, comme le lait, le temps 
chaud contribue au développement des infections 
intestinales. 


3.1.3. Infections bactériennes 


3.5.4.1. Transmission par voie respiratoire : 
la tuberculose 


Maladie mondiale, la tuberculose sévit surtout 
clans les grands centres surpeuplés, là où le mveau 
de vie est peu élevé. Elle est duc essentiellement à 
M. tuberculosis, bacille tuberçuleux humain, plus 
rarement à M bovis, bacille bovin, exceptionnel- 
lement à M. avium, d'origine aviaire. 

Bien que le bacille tubercubeux puisse se multiplier dans 
tous les tissus, tee fixe de préférence au niveau des poumons 
C'est là qu'il détermine le pnmo-infecton tuberculeuse qui 
se course naturellement dans la majorité des cas, La tubser- 
culose pulmonaire survient soit à la suite de l'extensron de 
cette lésion, soie à la suite d'une réimfecton. Elle ést curacié- 
nisée par le développement de tubercules pulmonaires, foyers 
infectieux encours par un tissu de réaction de hide à l'infec- 
ton. Ces tubercules, en s'ouvrant. Mbérent dans Les bronches 
de grandes quantités de bacilles qui sont répétés par les expec- 
tarations ét peuvent contaminer d'autres mdividus. 
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Le mérite revient à Calmette et Guérin d'avoir ainsi préparé 
une souche dénuée de pouvoir pathogène. Leur vaccin, ke 
BCE (bacille Calmeite-Guérin), ct largement utilisé en 
Europe et dans de nombreux autres pays. Les enquêtes 
médico-sociales ont amplement démontré son efficacité et 
SC INC UILÉ. 

Le traitement de la tuberculose pulmonaire fait appel à un 
nombre très lité d'agents chinuothérapeutiques : ce sont 
principalement la sireptomycine, l'hydrazide de l'acide nico- 
tinique (NH), la rifampicine et l'éthambutol, Étant donné le 
taux de mutation élevé et be nsque de sélection dé mutants 
résistants, il est indispensable d'associer au moins deux anti- 
Hiotiqués actifs. 

De nombreuses autres infections sont transmises par voie 
respiratoire : la diphtérie, la méningite épidémique à ménin- 
gexcoque, La preumone, la cogueluche, les angines à strepto- 
coque, la scurlatine 


Jr, Transmission par voie digestive : 
te cholära 


Deux sspèces de vibrions sont pathogènes pour l'homme : 
choléra E cholerac El Tor, Ce sondes bacilles à Gram 
négatif caractérisés avant toul par leur morphologie en vir- 
gule. Le choléra avait pratiquement hspare du monde G6ci- 
dental. C'est uns maladie cccentellement asiatique et plus 
spécialement localisée dans la péninsule indienne, Depuis 
1561, une disane d'émdénmies ont pourtant pris naissance à 
partir d'un fover indonésien, L'émdénmie du Pérou en E46K) 
semble marquer uné récrudéscéenos. 

Le tubleau clinique de Lo malahe est celui d'une diarrhée 
rebelle dé à ung imitation extrême de la muqueuse intesti- 
nale, Les selles « eneau de riz »,les vomissements et une dés 
hydratation 1mensçe constituent les autres signes Caractéritie 
ques, Le traitement doit donc chercher en premier lieu à 
rétablir l'équilibre dectrolytique par perfusion intraveinçuse 
de solutions salines. Les antibiotiques ne jouent ici qu'un rie 
seconcre, 

La lutte contre le choléra doit s'exercer par une information 
du public sur les mesures générales d'hygiène et par ln va 
cination imposée par le règlement sanitaire international. 

Les salmonelloses, la dyscntene bacillarre, les gastro-cnté- 
rites infantiles et la brucellose sont d'autres exemples d'infec- 
tions digestives. 


4.7.3. Transmission par contact : 
fa Sypfilis 


L'agent responsable de Va svphilis est un spirochète, Fre- 
poeme palfidur. La maladié sé présente seulement dans 
l'espèce humaine, transmise par contact sexuel où encore dé 
la mère à l'enfant au cours de la grossesse par infection trans- 
placentare (syphilis congénitale] Elle évolue en trois 
étapes : lu svphilis primaire caractérisée par le développe- 
ment d'un chancre contenant habiuellement des tréponé- 
mes ; la syphilis secondaire au cours de laquelle apparaissent 
des lésions cutanées sur l'énsembilé du corps : enfin la sy phi- 
lis tertiaire qui sc signale par la gravité des lésions et une 


atteinte du systéme nerveux central (paralysies progressive) 
ct du musche cardiaque. 

Les antibiotiques ét surtout ba pénicilliné, très activé sur be 
tréponèmne, ont réduit considérablement la morbidité de cette 
infection dans nos pays. Une recrudescence notable à pour- 
ant marqué la dernière décennie. Elle est due, semble-tail, à 
un éxcés dé confiance faite aux antiotiques el corrélative- 
ment au rebichement des mesures prophylactiques. 

Le cadre des maladies sexuellement transmissibles (MST) 
tend à s'élareir de nos jours. À côté de la svphilis et de Ha gomo- 
coccie blennoragie). où observe dé plus en plus des mfécuons 
urogéniales à Chlardia où à mvcoplasmes Curéoplasrmat. 


dd, FrANSMISSION Dar DiqUre animals : 
la ceste 


L'agent responsable est Ÿ pestis, un petit bacille à Grram 
négatif. La pésté est avant tout une maladie endémique de 
rongeurs sauvages (marmottes, gérhilles, écureuils, etc. 
transmise au ral par l'intermédiaire des puces. Ces rongeurs 
consutuéent be réservoir du virus. La transmission à l'homms 
s'effectue à la suité des poqires de la puce du rat, Les microbes 
sont transportés jusqu'aux ganghons lemphatiques proches 
qui auementem de volume, s'enflammment et forment le 
bubon, généralement inguinal, d'oû Le nom de peste bohont- 
que. À ce stade, les symptômes peuvent régresser et le malade 
guérir, Souvent, la barmière lymphañique sat franchise et le 
genmé passe dans la circulation sanguine Épésté sépicémi- 
Que} ou se localise sar le poumon, déterminant une bronchi 
pnémanie secondaire. En période d'épidémie, la contami- 
nation crecte et massive d'homme à homme par vole 
aérienne eat fréquente, C'est elle qui est cause de la peste pul- 
monalre, La Forme la plus grave, rapidement mortelie, 

Les antbiotiques (sireptomycine, tétracvcline cu es sul. 
lamices atlisés précocement au cours de la maladie sont eff 
caces, Le contrôle des émidémies exige cependant des mesu- 
res de prévention qui doivent s'exercer en permanence vis-à- 
vis du réservoir naturel du bacille pesteux (dératisation. 
désinseclisaniont. 

Les infections rickettetennes trangmises par des arthroper 
des VECOEUTS tels LES Frnuix, Puces Ca tiques AUX EN elle aus 
mentation du fait des voyages (eu particulier des chiens 
emmends par leur maître en vacances) 


3.7.4. Infections fongiques 


32.41. Transrnssion Dar vois respiralfoire : 
le$ ASDergiioses 


Les aspergilloses sont des maladies cosmonolités sévissant 
chez les mammifères (rarement chez l'homme), les oiseaux ét 
les insectes, La plus fréquente et la plus grave est l'asper- 
gillose aviaire due à À. fonigonus. Les spores mhalées peu- 
vent exister à l'état saprophiyte a nrvéeau dés vorés respira- 
tres supérieures, Dans certaines circonstances favorables, 
cils vont prodiférer et déterminer des troubles de la sphère 
pirate, Chei l'homme, l'aspergillose à À. fumipates est 


La plus Éréquénté et provoque également une pathologie res 
pirature, 

Les aspergilloses som souvent dés maladies professionnel 
les : peruquiers, graineticrs, ct. La dépression immunitaire 
du sujet favonse la greffe et la croissance du parasite : bes ano- 
maligs anatx TUE S corne Les cavités de nberculose pulno- 
nairé dlcéro-caséeuse ou les masses pcodo-tumorales pal: 
montures nécrosdes des mineurs dé charbon sont des lieux 
d'élection pour be développement des tumeurs aspergillunes, 
Sur le plan clinique on peut distinguer : 

Les aspergillomes, véritables aomeurs développées dans 
dés caviés préexistantés, responsables d'hémorragies sou- 
vent graves, appærarssant en radiographie sous focme d'une 
idee « en erélol # : 

les aspergilloses diffuses broncho-pulmonmures ou 
pleuralés, l'asthme et lo bronchite aspergillaire. 

Le traitement médical Fait appel à des fongicides toxiques 
d'efficacité dontuse. L'exérèse chirurgicale représente le 
traitement de choix, 


G.7.4.2. Transmission par contact : 
les derrnatophyloses ou téelgnes 

Ce sont des mycoses superficielles dues à l'action de cham- 
pignons kératinoghiles et kératnolstiques, les dermatoghy- 
es. D'origine tellurienne, elles sont trés contagicuses. Chez 
les animaux, elles sc désignées sous le terme + dartres ». 

L'homme y est très réceplif et certaines des dermatophy- 
toses humaines sont d'origine animale. Elles siègent habntuel- 
lement sur la ttc eus pouvent aussi méresser Le revétement 
cutané tout enter. Elles se manifestent par des plaques d'her- 
pés dont on distingue habituellement trois types : Les teigaes 
stores à inflammation hecrète. épilantes CH totdanités , lea 
tiges suppurées à processus inflammatoire plus violent éga- 
lement épilantes ou tondantes : les teiges faviques 

Le traitement est essentiellement chimique épréparations 
indécs, acide salieytique, els de cuivre et de mercure, qui 
sant des médicatkons locales, antibiothéragpie par VUE géné 


rabe telle Le traiiement pa la anséofuis irue À 


J..4.3. Mycoses à mantfestation diverse : 
les Canaioses 

Ces infections peuvent aller du superficiel (peau et 
muqueuses) à la sépticénne. Oncera plus particutiènerment 

- la candidose des vois digestives supérieures ou 
“ muguet ». surtout fréquente chez les voluilles, qui affecte aussi 
les mammifères, dont l'homme, chez lesquels elle se développe 
électivement dans la cavité buccale, Elle est alors traitée à la nys 
ane par voue locale cu générale selon la gravité de infechon ; 

- la candidos dés muqueuses génitales ou « muguet 
génital » ; urétrite ét balanite chez l'homme, vulso-vasinite 
chez la lemme, ces intéctions sont scarvent d'ongine véné 
fente, Le trutément utlsé st éealemens Ki nstatne : 

la candidese de la peau et des muqueuses superficiel. 

les qui, chez l'homme, se manifeste sous forme d'ecréma des 


pl 1e DOLETNNENT ; 


— Les candidoses profondes, vscérales, broncho-pulmi- 
maires, cardio-vasculhres où céphaloméningées, qui revé- 
tent un aspect gravissime. Elles sont souvent d'origine auto 
gène par suite de fautes thérapeutiques, $i le terrain est 
favorable, elles peuvent évoluer en Corme seplicémique 
ÊTavE, 

Le principal traitement est à base d'amphoténicine B pur 
WORE INTTAVÉINEUsE. 


3.7.5. Infections parasitaires 


3,7.5.1, Transmission par voie digestive : 
l'amibiase 

C'est une maladie extrémement répandue dans les régions 
tropicales. Les mouvements de population Favonsent son 
implantation dans Les pays tempérés sous forme de petits 
fovers de contagion hnités, L'agent responsable, Éréarnoeha 
hirolica, encore appelé drseniere, est U0 PrHoriRure 
parasite suit de l'homme qui se déplace par émission de 
peudopodes, Lecycle très simple de transmission explique La 
hEuston massive du parasite, L'amibe, sous sa forme hécre 
Fice, pénètre par voie digestive jusque dans la 5sous- 
mauguensc intestinale où elle sc divise par scissiparité, 
acquiert son caractère hématophage et provoque des ulcéra- 
uons ét des abeès. Elle pout aussi accéder aux vaisseaux et 
gagner des organes comme le foie ou le poumon où elle se 
multiplie, Sous la fonme ete, elle vit à la surface de La 
mqueuse et donné naissunce, après plusieurs divisions, aux 
Évstes typiques à 4 noyaux qui représenté da orme de résrs- 
Lance du parasite ét assurent bu conserration de l'espèce. 

La dysenierié amibienne est l'expression clinique essen- 
elle de l'amilttase. Elle est caractérisée pur des douleurs coll- 
ques violentes, l'émission de selles afécales muco-sangui- 
nolentes ét un état général plus ou moins aliéré, Elle peut se 
compliquer d'abcés métastatiques, hépatiques où puiminai- 
res. L'épidémiologie de la maladie est dominée par le péril 
fécal : la transmission des kystes est assurée par lés caux de 
boisson polluées, les aliments consommés crus or scanillés, 
les mains sales, ee. 

Cin peut citer de nombreuses autres infections de ce type : 
l'oxvurose, l'ascandiose, la tricocéphalose, le téniaeis, la 
toxoplasmose, les écchinococcoses. 


J.F.5.2, lransnmission Dar piqûre : 
le paludisme 


C'est ane maladie fébnale ue à un parasite hématosoutre du 
genre Placnadihuent transmis par on moustique vecteur, l'an 
phèle fermélle. On estime à plus dé 1 milliurd, ke nombre de 
sujets impaludés dans le monde. Quatre espèces imfectént 
L'homme : 

— Phasmodimn vivex, très répandu, décrmimnce chez 
l'Ecmne la fièvre Gerce bénigne après wo incubaton de 
15 jours à 4 mors :1l parañite les hématiés jeunes ét peut per- 
sister pendant Lannées des l'hôte, entrainant parfois des 
rechutes : 
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— Phcmodiun malaise, moins fréquent, est response 
de la Fièvre quarté, après une incubation de semaines 
environ : il peut évoluer dans Le sang durant uné vingtaine 
d'années : 

- Plasmodiun falciparum, le plus répandu et le plus 
redoutable, se rencontre surtout sous Les tropiques < il engen- 
dre la fèves tence maligne dont lincubation st de LT jours ; 
les formes cliniques les plus graves sont les accès pernicieux, 
dominés par des troubles psychiques ét neurologiques, aboui- 
tssant rapidement au coma ou à on état convulsuf: l'évolution 
en l'absence de traitement est constamment mortelle ; 

— PMacmediun crale, beaucoup plus rare, me joué qu'un 
rôle secomlaire. 

Le Phammodins évolue sclon on cycle asexoé ex c-érpthre- 
cylure et un cycle ende-énthro vire. Le spomzolte, forme 
infestante, cat entroduit chez l'homme par la piqûre de l'ano- 
phèle femelle. Chintre jours après, le parasite se trouve dans 
Les hépaiocytes ci son noyau se dise plusieurs fois. Son 
développement donne naissance au schisonte qui, à maturité, 
éclate et hhère les mérosoites lancés dans la circulation sats- 
suine. Ceux-ci pénètrent dans les hématiés, se nourrissent aux 
dépens de l'hémoglobine et se cransforment en trophosoites 
puis en schrontes endo-érthrocytnres dont be développe- 
ment donne une toage de corps en rosace, L'éclatement des 
schizontes libère les mérozoites. Le cycle asexué peut se 
renouveler chez l'hôte lui-même ou évoluer en un cycle 
sexué, Les schitonies sc transforment en gamétocytes mâles 
ct femelles cn forme de croissants (Plasmodéumn folciperrtan) 
ou de type crcolaire CPhroedion vhs et Pacman 
maturice). Prélevés dans le sang par le moustique piqueur, ils 
subissent une série complexe de transformations st dévien- 
nenl dés sporogoites dans Les glandes salivaires de l'insecte. 
Cette salive hautement infectante contamine le sujet sain. 

La prophylaxie individuelle est assurée par lu prise d'un 
dérivé de la quieune dès be jour du départ en zone d'endémie 
puis pendant toule la durée du séjour, enfin durant 2 mis 
après le retour, La prophylaxie générale a été conduite par des 
campagnes de désinsectisation et d'assaimssement dés terres 
en même témps que par la chiioprophelixie collective. 

Les médicaments antipaludiques comprennent la quiminé 
et les produite de synthèse schironticides ou gaméticides 
appartenant à difiérentes sèries chimiques. 

Les filanoses, Les trypanccomoscs (maladie du sommeil} et 
les leishmanioses ont un mode de transmission semblable. 


4.7.5. Transmission par contact : 
les bilharzioses 


Les bhilharioses sont transmises par des trématodes du 
genre fchrosenna dont le cvcle éolunf nécessité un hôte 
intérnédinure, un molusque vivant dans les eaux donces tro 
picales, Les œufs, pondus par Les femelles localisées dans les 
ramihcations voinçuses de l'intestin ca de la vessie, sont éli- 
minés avec les selles, Au contact de l'eau nécessaire à leur 
évolution, ils éclosent et libèrent on méracédins qui pénètre 
uns le mollusque hôte et subit des transtomations, dont les 
formes ultimes sont les cercaires à ques Hifide ou furcocer- 


caires, Ces larves circulent dans l'eau, prêtes à pénétrer par 
effraction en quelques minutes à travers la peau humaine 
Elles gagnent alors le foie par voie sanguine et deviennent 
adultes ; les femelles fécondées migrent dans leur tertiaire 
d'élection pour + pondre leurs œufs. 

On distingue trois formes cliniques essentielles : 

— la bilharziosce erinaire dus à ché renaartetiirnr 
est très répandue en Afnque, au Proche-Oinent et au Moven- 
Onoent. L'hôte ioteminédhanre ést um bulle, La maladie cémtrax- 
Lée au cours des bains en rivières se manifeste par dés hématu- 
diés accompagnées de troutdes fonctionnels épollakiunes et de 
sensations de hrlure au mveau du col vésical et de lurëtre : 
elle peut évoluer en complications urogénitales ; ke passage à la 
chronkaté tradont un certun écpulière hüte-parasrte : 

— la bilbarziose intestinale, tout aussi fréquente, due à 
Soiree mransont, sévit surtout en Amérique du Sul et en 
Afrique. L'hôte imtermédinne est une planorbe. La symipto- 
matologie peut Être localisée à la sphère intestinale : elle peut 
sé compliquer et évoluer en Formes hépaa-spléniques Gbréu- 
ses de sombre pronostic : 

— la hilhargose artérie-veinéuse Cfehicosones janenr- 
cum ea une forme plus rare qui sévi essentiellement en 
Extréme-CQrrent ét provoque des troubles hépats-sphémiques. 

Quelle que sont la forme chimique de La maladie. la prophy- 
laxie lait appel aux mêmes impératifs. Elle est conditionnée 
avant tout par l'élévation du niveau de vie, La lutte est actuel. 
lernent orientée contre Les réservoirs du virus par la déstouc- 
ton dés mollusques hôtes intermédiaires. 

L'anguillulose, la trichomonase et les ankylastomoses 
relévent du méme mécanisme dé transmission. 


3.7.6. Infections dites émergentes 


À côté des infections parfaitement connues et 
décrites, il en est d'autres dont l'apparition semble 
être la rançon de l'évolution de nos sociétés, de 
notre mode de vie, La légionellose ou maladie des 
légionnaires en est l'exemple type. Elle s'est 
manitestée de façon impressionnante pour la pre- 
nuère lois en 1976, à l'océasion de la convention 
de l'American Legion à Philadelphie, sous forme 
cle: pcumonte atterenant 
182 personnes sur + 400 avec 16 % de mortalité, 
C'est une pneumopathie aiguë qui se déclare 
essentiellement chez l'homme adulte (de plus de 
Aûans) par l'intermédiaire d’aérosols contami- 
nants. L'agent infectieux, Legionella preumo- 
phila, est une bactérie communc des milieux aqua- 
tiques dont la multiplication est favorisée par un 
environnement chaud et humide, tel que celui qui 
est produit par l'air conditionné ou dans les tours 
de refroidissement des climatiseurs ou encore au 


loudrovante, 


niveau des condensateurs de centrales thermiques, 
ou même dans les eaux chaudes sanitaires, etc, On 
peut dire qu'il s'agit d'une maladie de la civilisa- 
tion. 

Les infections dites émergentes regroupent les 
maladies dues à des agents pathogènes découverts 
récemment aussi bien qué celles ducs à dé nouvelles 
souches d'agents infectieux connus, La plupart 
d'entre elles produisent les symptômes typiques 
d'une inféchon aiguë : Nièvre, céphalées, douleurs 
musculaires, vomissements et diarrhée. Certaines 
ne cédent à aucun traitement, Quelques exemples de 
ces inféclions les plus connues au potentiel épadé- 
miologique inconnu figurent dans le sableeu VAL IZ, 


3.7.7. Infections nosocomiales 


On appelle infections nosocomiales (du grec 
nases, Maladie, ét fomein, Soigner, ét, Par exten- 
sion, du latin nosocemium, hôpital) les maladies 
infectieuses contractées pendant une hospitalisa- 
thon. Elles sont inévitables dans Bien des cas et 
relativement fréquentes (de l'ordre de 3 à 7 % des 
palents hospitalisés}. On peut étendre cette défi- 
nition à toute infection touchant un membre du 
personnel soignant au cours de son activité de 
soins. Ces infections présentent divers degrés de 
gravilé el constituent un important enjeu dé santé 
publique, qui concerne aussi bien les patients et 
leur entourage que l'ensemble des professionnels 
de la santé. 


dr. Causes d'une infection nosoGcorriale 


Pour qu'une infection se développe chez un 
malade à l'hôpital, 11 faut a priori trois éléments : 

— une source d'infection, c'est-à-dire un milieu 
contaminé par des germes, le plus souvent des 
bactéries : 

— un vécieur capable de transporter les germes 
de la source vers le patient : 

— un malade qui présente une réceptivité parti- 
cuhère à linfechon du fart des tratéements ou des 
soins qu'il reçoit (par exemple, baisse des défen- 
ses immunitaires favorisée par un traitement con- 
tre le cancer). Cette réceptivité, qui favorise la 
muluphcation dés germes, vane grandement d'un 
malade à un autre en fonction de la maladie sous- 
jacente et du type de traitement administré. 


Tableau VIL12- Infections émergentes. 


Filovirus (Ebola, 
Marburg) 


| Virus de l'immuns- 
déficience humaine 
{sida} 


Escherohia cer 
O1577 


Choléra 


Paludisme 






Hé naturel encore 
non identifié ; Étui 
desen cours dans les 
forêts de la Côte 
d'Ivoire afin d'iden- 
ufer le réservoir 
hébergeant le virus 
Ebilu. 


Mauvaises pratiques 
suivies en matière 
de transfusion san- 
guine aprés la 
Deuxième Cugrre 
mondiale, 


Accrouissement des 
déplacements, 
migration vers les 
villes, multiplica- 
ton des relations 
sexuelles, laxicoma- 
nie, transfusions 
sanguines. 


Contaminaton de la 
viande pendant 
l'abattage ou la 
Manutention, Cuis- 
son insuffisante de 
la viande. 


Multiplication des 
déplacements (la 
récente épidémie en 
Amérique du Sud 
avait débuté en 
Asie] : chlaration 
insuffisante de 
l'eau ; mauvaises 
conditions San 
res. 


Déplacements dans 
les régions infectées 
par les moustiques. 
urbanisation, modi- 
fication biologique 
| du parasite, change- 
| ments Cnvironne- 
| mentaux, résistance 
| aux antibioliques. 


Contact direct avec 
du sang, des arga- 
nes, des sécrétions 
ou du sperme conta- 
minés. 


Contact avec du 
sang ou du plasma 
CONaminés ; trans- 
mission sexuelle. 


Contact, notarn- 
ment sexuel, avec 
du sang ou des tissus 
cellulaires d'une 
personne infectéc. 


Ingestion d'aliments 
contaminés : bœuf 
mal cuit ou lait cru. 


Ingestion d'eau ou 
d'aliments ayant été ! 
contaminée par les 
matières fécales de 
personnes infectées. | 


Pigüre d'un mousti- 
que (anophèle) 
infecté, 


Brusque poussée de 
fièvre, diarrhée, 
VOMMISSEMENTS, 50e 
drome hémorragi- 


que. 


Nausées, vormsse- 
ments, jaunisse ; 
l'infection chroni- 
que est favorable au 
carcinome ét à La Cir- 
rhose. 


Grave perturbation 
du système immun- 
taire, infections 
opporunistes. 


Syndrome urémique 
hémalytique, colite 
hémorragique. 


Charrhée grave, dés- 
hydratation rapide. 


Fièvre, céphalées, 
ACCOMPAENÉES SOU 
vent d'insuffisance 
respiratoire cu 
rénale, 


| cifique, mal incura- 
| ble. 


Pas de thérapie spé- 





L'imerféron @-2b 
pour l'hépatite C 
chronique Seuls de 
10 à 15 % des mala- 
des ont une rémus- 
sion à long terme, 


Des antiviraux peu- 
vent ralentir l'évolu- 
tion, traitement des 
infections opportu- 
nistes ducs à 
l'immunosuppres- 
sion. 


Réhydratation par 
voie orale Qi intra 
VEINEUSE. 


Les souches récen- 
tes résistent à plu- 
sicurs antibiotiques. 


Chloroguine, mais 
le paludisme est par- 
lois résistant à la 
plupart des médica- 
ments. 


Hidden page 


* Les xéno-infections, Elles ont leu à l'entrée dans 14 
communauté hospitalière de nouveaux malades ou lors du 
translent des patients d'une suucture hospitalière à one autre, 
elles sont plus rarement le fait du personnel ou dé visiteurs 
porteurs d'une maladie infectieuse suscepuible d'augmenter 
les épidémies nosocomiales, 

“ Les exo-infections, Des erreurs où des insuffisances 
techniques amènent au contact dés malades des micro-orga- 
nismes pathogènes alors même que toutes Les précautions 
étaient censées Être prises pour les en protéger : stérilisation 
ineficace, ventilation non stérile. 


3.7.7.3. Quelques exemples d'actualité 


3.7,7.4.1. Problèmes des Klebsiella 
et staphylocoques multirésistants 


La France est pratiquement la «championne toutes 
catégories », parmi les pays développés, pour cé qui concerne 
la résistance aux antibiotiques des bactéries hospitalières. 
Ainsi, la proportion d'isolas multirésitunts, tels que les 
SE oureus résistants à la étions CAR), soait parmi les 
plus élevés d'Europe. De même, la France a été le premier 
pays à connaitre la diffusion épidémique des souches de Kleir- 
selle productrices de nouvelles enzymes plasmidiques con- 
Éérant one réuistance aux F-lactamines à large spectre. 

Les objectifs de la prévention de la diffusion des SARM et 
Elebsieila B-SE sont de détecter précocement Les malades 
porteurs, infectés ou colonises, et de s'opposer à la transmis- 
sion de ces souches dans l'hôpital, essentiellement par linter- 
médiur du manuportage. Le lavage dés ouns, lapprovi- 
sommet SUIS en Mare) à USape UOQUE {EANLS on 
stériles, tabliers de protection, masques..}, l'isolement des 
malades infectés, le traitement de certains sites infectieux à 
haut nique de dissémination méme én l'absgnce dé signes cli- 
niques funnés infectées essentiellement) ét, enfin, lé dépis- 
age systémaique des malades colonisés sont Les pracipales 
mesures à mettre en CUVE, 


3.7.7.3.2. Problèmes actuels liés à l'utilisation 
de l'eau en mieu hospitalier 


La consommation d'eau co roilicu hospitalier ést 0rès impor 
tante. ur be plan microbiologique, le naque est hé à des macro 
ganienes présentant un risque spécifique dans ce milieu : ce 


Largement à l'origine de la baisse de la morbi- 
dité et de la mortalité infectieuse, la vaccination et 
la sérothérapie présentent un intérét médical con- 
sidérable, Systématiquement utilisées, surtout 
dans les pays occidentaux, elles ont permis de 
contrôler la plupart dés maladrés mfantilés et dés 


vi) 





sont avant tout des hacilles à Gram négauf pour lesquels be 
milieu hydrique st un réservoir dé choux par exemple, Poste 
dontaras, Acinerhactr, Konthonans, ete. + La voie cutanée 
miqueuse par contact est la plus dassique pour la comtamina- 
tion, mais La voie réépiratoi aprés aérolisation (Legiorehla}, 
voire la voie digestive (Fersénie, Limerierh sont de plus en plus 
Souvent retrouvées. Les mycobactènies atypiques et les virus 
ontune importance plus lomitée mais peuvent étre à longme de 
petites épidémies tout à fut caractéristiques. 

Ce type de flore, dite opporumiste, peut être responsable 
d'infections nosccomiales dont l'incidence n'est rotable que 
lorsque le miveau dé prévention dés inféctions d'autre origine 
cet élevé et que les patients présentent un terrain réceptit. 


3.7.7.3.3. Exemple de Legionella 


L'eau froide (< 25 SC dans la réglementetron française} me 
contiénr qu'événtuellement une faible concentration de 
Legionella (< 10 L-1), incapables dé provoquer une infection 
même sous formé d'aérosol, En revanche, issues de ballons 
de stockage, les eaux chaudes sont toujours très contaminées 
par Les Legionella si eur température n'attéint pas 35 à 60°C, 
En effet, Legionelle preumonhile est une bactérie thernmo 
phile, proliférant tés ben à 445 SC température souvent 
retrouvée, ainsi que toutes les matières nuirilives nécessaires 
à la croissance, dont le fer. dans Le fond des ballons avec des 
bris organiques et minéraux. Chaque douche sera alors une 
excellente occasion d'inhaler des Legenelie, L en est de 
méme avec certaine systèmes de climatisation de l'air, 

La prévention consiste à oégler Les cumulus où autres instal 
lations à 60 C'au moins, en se rappelant qu'une réelémentaton 
uuerdit en France la distribution d'eau chaude collecuve à une 
émpérure spénieure à 60°C (nsque de brûlure des usagers), 


3.7.7.4, Lutte contre les infections 
nosoconniales 


Dans me perspective de santé publique, la lutte contre les 
infections qosocomeales passe par be contrôle des trois élé- 
ments de la chaine, à savoir l'environnement hospitalier qui 
représenté les sources d'infecuon, les modes de transmission 
de l'infection et, enfin, es facteurs de récepuvié liés au 
malade ou à #2 maladie, dont le contrôle est souvent ke plus 
difficile à réaliser, 


4. Vaccination, sérothérapie 


épidérmes graves, telle l'éradication complète 
de la variole ou de la diphiérie au début des 
années 1980 éfeg. VII. Ep. 

Vaccination et sérothérapie représentent deux 
approches différentes de la lutte contre les infec- 
tons, La vaceination ést une approche préventive 
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Fiquré VIL1É - Évolution des cas déclarés de diphtérie 
en Angleterre et au Pays de Galles depuis les années 20 


(cas pour 100 000 habitants} et influence de l'apparition 
de la vaccination. 


fondée sur la faculté de faire acquérir à l'orga- 
mismé sés moyens de défense immunitaire spécr- 
fiques afin d'éviter la maladie ; c'est une immu- 
nité active qui est installée et pour une durée 
importante. La sérothérapie, au contraire, consti- 
luë uné approche curative lors de laquelle on 
foumit à l'organisme les moyens immunitaires de 

se détendre alors que infection est déjà déclarée, 
C'est là une immunité acquise de Façon passive 
et, de plus, qui est très limitée dans le temps. 


4,1, Immunité active : 
la vaccination 


4.1.1. Principe et généralités 


Déjà dès le XI siècle, les Chinois, constatant 
que la variole ne récidivait pas, pratiquèrent ce 
que l'on a appelé la variolisation. Cette opération 
consiste à appliquer le suc d'une pustule d'un indi- 
vidu atteint de variole bénigne sur une scarifica- 
tion réalisée sur la peau d'un sujet sain ; 





a variole 


bénigne ainsi provoquée protège ce sujet contre 
les futures épidémies. Beaucoup plus tard, le 
médecin anglais Jenner inocula la vaccine (mala- 
die des vaches où cow-pox)à des jeunes gens et les 
protégea ainsi contre la vaniole : il procéda de la 
méme manière que Les Chinois en utilisant le suc 
des pustules des vaches malades. Pasteur, lors de 
cs travaux sur ke choléra des poules, montra au 

XIXE siècle qu'une immunisation était possible en 

utilisant Ke microbe vivant mas atténué. C'est 

enfin la date symbolique de juillet T8SS, où Pas- 
teur réahisa la vaccination du petit Joseph Meister 
contre la rage, 

La vaccination a donc pour but d'établir chez un 
SUJÉE NON IMMUNISÉ un État dé protéchion compa- 
rable à celui que procure la maladie naturelle 
apparente où Inapparente, Elle oblige l'orga- 
nisme à réagir et à mettre en œuvre les mécanis- 
mes complexes de la réponse immunitaire, Elle 
invoque à participation de facteurs humoraux él 
cellulaires souvent étroitement imbriqués les uns 
aux autres, 

L'immunité acquise par la vaccination n'est 
conférée qu'après un certain délai, celui néces- 
saire au développement de là réponse immunt- 
laire el, en particulier, dé la production d'anti- 
corps. Cette réponse dépend, nous l'avons vu, 
d'un grand nombre de conditions (vor $ 3.5.2). 
Elle est amplifiée par des injections répétées 
(3 injections à 3 semaines d'intervalle par exem- 
ple), par des adpuvants artificiels (séls d'alu- 
mine}, par des systèmes d'associations (vaccina- 
non associée antidiphtérique, antitétanique, 
anbtyphoidique, dite DT-TAB). Elle ést aussi 
fonction du type de vaccin, de son mode d'admi- 
nistration et du sujet vacciné, c'est-à-dire du ter- 
rain. Dans tous les cas, elle cherche à assurer une 
protection de longue durée. 


4.1.2. Différents types de vaccins 


Les vaccins peuvent être schématiquement clas- 
sés en deux grandes catégories : les vaccins dets 
classiques, dont la mise au point reprend les con- 
nälssances acquises depuis le XVI sièclé ét qui 


sont préparés à partir du macrobe lui-même, ét 
ceux dits modernes, dont la préparation fait appel 
aux progrès de la biologie moléculaire, 


hi 


4.1.2.7. Vaccins « Classiques » 

Mis au point depuis les débuts de la vaccination 
à l'instar de Pasteur en 1885, ils peuvent être 
répertoriés en trois groupes. 

* Vaccins «tués» où «inactivés », c'est-à- 
dire mis au point à partir de microbes tués (inac- 
tivés). Ce principe a été établi par le bacténiolo- 
gite Wngth après les découvertes de Pasteur. 
C'est par exemple le vaccin dit TAB (antityphoï- 
diqué ét antiparalyphodique À et B}, dans lequel 
les bacilles typhiques sont préalablement tués par 
la chaleur ou l'éther, de méme que les vaccins 
antipoliomyélitiques de Salk (abandonné depuis), 
antigrippaux, antirabiques, anticholérique, anti- 
coquélucheux…, Cependant, Gés vaccins sont peu 
à peu abandonnés au vu de leurefficactté d'immu- 
nusation nmitée ffig. VAL. 

+ Vaccins « vivants » OÙ « attémués », c'est-à- 
dire préparés à parur de micro-organismes vivants 
inoffenafe pour l'homme ou à partir de micro- 
organismes atténués, C'est l'application du prin- 
cipé utilisé par Pasteur lors de ses travaux sur le 





choléra des poules. Le vaccin antipolhiomyélitique 
de Sabin ést ainsi constitué dé poliovirus avant 
perdu leur pouvoir neurotoxique à la suite de repi- 
quages successifs sur cultures de cellules, Le vac- 
cin antituberculeux, bien connu sous le nom de 
BCG, est obtenu à partir de bacilles tuberculeux 
d'ongine bovine atténués par répiquagés succés- 
sifs sur milieu bilié, Le but de ces méthodes est 
d'obtenir des micro-organismes identiques au 
germe virulent mais ayant perdu leur activité 
pathogène, De cette manière, on augmente la 
durée et l'intensité d'immunisation. 

Cela dit, les vaccins vivants présentent des incon- 
véments non négligeables : difficulté d'entretenir 
Les souches, possibihté de réappanhon d'une sou- 
che virulente, rares vaccins polyvalents, possibilité 
de contamnatron accidentelle, 

+ Vaccins « antitoxiques ». [ls ne concernent 
que la lutte contre les infections toxigènes. [ls con- 
sistént à réndré les toxines inoffensives tout en 
conservant leur immunogémeonté, c'est-à-dire à 
obtenir des anatoxines. Ce principe a été mis au 
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1970 déxprmé en nombre de cas déclarés pour 100 000 hahéants) : 
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Fableau VIL16 - Différentes méthodes de préparation 
des vaccins » modemes ». 


Agent pathogène 


UT UN 


Frotéines AO c ANDEOTES 
spécifiques 
Séquence Chnage Anticorps 
CONNUE anti-diotypes 
Svnihèse Expression Insertion Construction \ 
chimique dares lé virus VACGCIN 
virus dela  atténué 
Vaccine 
VACCIM VACCIN VACCIN VACGIN 


teuse. De nombreuses recherches sont en cours : 
vaccin contre la rage, contre le paludisme. 

+ Les vaccins « recombinants vivants », dans 
lesquels l'ADNC est inséré dans un virus atténué 
(virus de la vaccine le plus souvent. Préparé selon 
ce principe, le vaccin contre la rage est un succès 
récent et a permis de traiter les rénards à grande 
échelle en le dissimulant dans des appäts largués 
par hélicoptère. Ce mème principe fait l'objet de 
recherche dans la course contre la montre destinée 
à la mise au point d'un vaccin contre le sida, 

* Les vaccins « de synthèse », obtenus chimi- 
Qquement à parur des connaissances sur la séquence 
de peptides à activité immunogène. Souvent de 
petite taille, ils doivent être associés à des adju- 
vanis, Ainsi, en 1982, a été mis au point un vaccin 
entièrement synthétique protégeant les souris conr- 
tre la diphiénie. Des recherches sont en cours sur la 
Mévre aplueuse, la poliomvélite, la grippe, la rage... 

«+ Les vaccins « anti-idiotypes ». Ce sont des 
anticorps anti-iotypes, c'est-à-chré dirigés con- 
re le site le plus spécifique de l'anticorps. [ls 
constituent donc de véritables « négatifs » de cé 
site et, par là, des « copies conformes » du site 
antigénique considéré, Théonquement séduisant, 
ce principe reste difficile à mettre en application. 
Actuellement, on én est toujours au stade des 
recherches : vaccin contre l'hépatite B, contre la 
rage, contre la trypanosomiase africaine. 


4.1.3. Modalités des vaccinations 


Comme nous l'avons vu au $ 3.5.2, l'apparition 
et la durée de vie des anticorps sont précises et 
limitées. Cela implique donc que la vaccination 
soit d'une utilisation précise permettant de confé- 
rer sans danger l'immunité ls plus rapide et là plus 
durable possible, Il faudra donc envisager le mode 
d'administration, les doses administrées, les rap- 
pels et leur fréquence, l'âge du sujet. 

° Indications des vaccins. On distingue les 
vaccinations « obligatoires » correspondant à la 
législation en vigueur. Ces immunisations constr- 
tuent une obligation légale stncté, seul le choix du 
vaccin est laissé à l'appréciation du médecin, 
Viennent ensuite les vaccinations « intérmationa- 
les » exigées pour un voyage à l'étranger. Enfin, 
les vaccinations « médicales » obéissent unique- 
ment à une opportunité thérapeutique (rappel en 
dehors des exigences légales : vaccinations facul- 
tatives chez des sujets fragiles telles celles contre 
la grippe, la rubéole, la rougeole, la coqueluche : 
vaccination thérapeutique telle la vaccination 
antirabique après une morsure suspecte), En outre, 
il existe des contre-indications dont 1! faudra tenur 
compte: sujets atteints de déficit immunitaire, 
traités aux corticoïdes, aux irradiations, femmes 
enceinies (vaccins antirougeoleux et antirubéo- 
leux)}, problèmes d'hypersensibilité Immédiate ou 
retardée... 

- Calendrier des vaccinations. Sous ce lérme 
sénérique, on entend plusieurs critères qui vont 
conditionner l'efficacité de la vaccination : l'âge, 
les doses, l'ordre, le rythme, les rappels et lés asso 
ciations possibles. 

Comme nous l'avons vu au $ 3.5.2, l'immuni- 
sation exige du temps (apparition des anticorps et 
des lymphocytes spécifiques) ét né confère pas 
une protéction infinie (notion de réponse primaire, 
secondaire}, d'où l'intérêt des rappels. Tout ceci 
conduit à l'établissement d'un calendrier précis 
comme celui des vaccinations infantiles. 

L'association de vaccins présente l'avantage de 
diminuer le nombre des injections. Cependant, elle 
doit répondre à des règles strictes : indifférence où 
mieux synergie, non-imensification des réactions 
vaccinales locales ou générales propres au vaccin 
ou non-apparition de nouvelles réactions. Deux 


il 


types d'associations peuvent être envisagés : vac- 
Cinatons « combinées » où les vaccins Sont mélan- 
gés dans la mème seringue soit lors dé la prépara- 
ton commerciale (vaccin DTCog} ou au moment 
de l'injection (vaccin TétraCog):; vaccinations 
« simultanées + où les vaccins sont administrés en 
des points difiérents (par exemple DTCog en sous- 
cutané + polio per os). 

+ Modes d'injection, L'injection par voie sous-cutanée 
CEA | tibia pour ls anstonines CE à les, vVoCi ns ineetiyés, [FRT TS 
orale per os) de mème que la technique par bague pour ls 
vaccins Mn s. 

Récemment, on s'estinéressé à des techniques unlisant Les 
liposonmes comme vecteurs du vaccie Ces vésiculés arte 
celles à membrane ipidique pourraient véhieuter a molécule 
vaccinale, out en la protégeant, jusqu'aux cellules du svs- 
Lénibe amaitunilaure. 


4.9. Immunité passive : 
la sérothérapie 


4.2.1. Principe 


Après la célèbre découverte de la sérothérapie 
antitétanique au XIX* siècle, Roux et Martin, cher: 
cheurs français, démontrérent, vers T8 le pou- 
voir curatif d'un sérum antidiphtérique, Par la 
Suite Seront mis au point des sérums anliven- 
meux, antibotuliniques... 

Cette technique consiste à injecter chez un sujet 
des anticorps protecteurs en grande quantité, sous 
forme d'immunsérums purifiés provenant d'un 
animal hypenmmumsé, La protection est dans ce 
cas immédiate, mais l'organisme receveur n'éls- 
bore lui-même aucun système de défense ; c'est 
une immunilé passive. De plus, la protection est 
limitée dans le temps (quelques semaines}. Cepen- 
dant, elle permet de juguler efficacement une 
infection contrée laquelle Le sujet n'aurait pas été 
préalablement vacciné. 


4.2.2. Différents types de sérums 


Historiquement, ce sont les sérums d'origine 
animale qui ont été les prenuiers utilisés (sérum de 
cheval}. [Es apportent des anticorps hétérologues, 
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qui Sont donc des protéines « étrangères » pour le 
receveur. De ce fait, l'organisme peut réagir contre 
eux et cela va condure à des maladies sériques 
(edème du visage, atteintes rénales) ou à des chocs 
anaphylactiques, mortels en quelques minutes 
(collapsus cardio-vasculaire, convulsions). Cepen- 
dant, ces nsques peuvent être évités par des injec- 
tons fractionnées (méthode de Besredka : 1/10 de 
la dose nécessaire, attente de 15 minutes puis, si 
tout va bien, injection du 1/4 de la dose et attendre 
encore 1S minutes avant d'injecter le reste). Pen 
dant longtemps, ces sérums ont été injectés dans 
les cas de risque tétanique ou diphtérique. 

Maintenant, on cherche à utiliser des prépara- 
hons d'anticorps homologues, par exemple des 
immunoglobulines sériques humaines (SG) com- 
posées essentiellement d'Ig(r. Cependant, elles ne 
doivent pas Être imjectées par voie intraveineuse, 
les risques de choc anaphylactique étant trop 
importants. Îl en va de même des immunoglobu- 
lines spécifiques préparées à partir de sérums de 
malades ou de sujets vaccinés répertoriés (plas- 
maphérèse). 


4.2.3. Modalités de là sérothérapie 


La sérothérapne cout être réalisée précocement massive 
mént : on injecte jusqu'à PO CO uns S'immunsérum par 
voie mtramusculaire. En cas dé diphténé ou de tétanas clini- 
quement déclaré. cest ke seul traitement auquel on peur avoir 
cours, ls agents antibacténens comme les antityotiques 
pouvant s'opposer à la multiplication dés incro-oréaniémés 
mas ét AUCUN Cas aux Lines déjà produités. Le sérum ét 
l'anuoxine peuvent être associés avec prof, la protection 
immédiats du sérum étant consolidée secondairement par 
l'anstoxine. 

La sérothérapie trouve donc contre les germes toxigènes 
son application principale. De toutes les façons, elle ne doit 
être emplovée qu'avec d'infiniés précautions et en dernier 
CÉCCHITS. 

Dans le méme ordre d'idée, on tente à l'heure actuelle de 
mettre au por dés transiens de cellules Immonocompéientes 
dans le cas d'infections déclarées où Îles anticorps sont inef- 
licaces, C'est le cas des infections à mycobacténes ou des 
infections virales faisant intervenir une réponse à médiation 
cellulaire, On peut mjecter ke < facteur de transfert », nucléc- 
peptide extrait des leucocyies et stimulant la transformation 
des Femphocytes, Cin pout aussi injecter des lmphocytes 
entiers afin de rétablir one tommité déficiente, 
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ration. .… à une infection, dans le second c'est 
une opération. 

1 Eu... Fe ï es est important de travailler avec 
des  SÉNUMS.................. (provenant  d'organis- 
[LL PEER ee NE [ N°1 1: PR (provenant 
d'organismes...) pour éviter tout phénomènc 
d'allergie ou de... 


2. Indiquer si les propositions suivantes sont 
vrales ou fausses. Si une proposition est 
fausse, le justifier. 


1.  Lestermes parasitisme et symbiose sous-eniendentun 
type de relation obligatoire pour au moins un des deux par 
tEnaires. 

2 La dose létale 50 % (DL 540) ést la dose de toxines 
égale à la moitié de la dose minimale mortelle (DMM. 

3 Une toxine protéique est sécrétée systématiquement 
par la cellule bactérienne lors de sa croissance, 

4 Une emdmoxine est caractérisée par le fait qu'étant 
liée au corps bacténen. lle né sera jamais sécrétée par ba 
cellule. 

5  Unctou-mfection est définie comme une infection où 
seule l'action d'une tone engendre des désordres physto- 
logiques. 

6.  Toxi-infection el intoximation sont des termes équiva- 
lents. 

7 Une infection mixte est une infection résultant du 
développement de deux agents infectieux. 

# Les vaccins « antitoxiques » sont constitués par des 
antitoxines préparées à partir d'animaux immunisés par 
des toxines bactériennes. 

D  Lepnncipe des rappels de vaccination est fondé sur le 
fait que les anticorps et les cellules lymphocytes) ménmoi- 
res ont une durée de vie limitée et que l'organisme répond 
avec plus d'intensité à des injections répétées. 

10 Ensérathérapie, le fait que le sérumutitisé soit bomis- 
logue où non à peu d'importance pourvu qu'il ait été extré- 
mement purifié. 


3. Pouvoir pathogène du bacille botulinique 


Le bacille botulinique est une hacténe saprophyte très 
répandue dont la présence dans une conserve alimentaire 
cat à redouter. 

1. Qu'esi-ce que le saprophytiene ? Qusls sont les dif- 
férents modes de relation hite-bactérié possibles ? Les 
définir et donner un exemple tvpique dans chaque cas, 

2 À quelle flore appartient le bacille botulinique ? Quel- 
les sont les caractéristiques de cette flore expliquant que 
cette bactérie soit particulièrement à craindre dans les con- 
serves farulialés ? 

3 Quelles sont les méthodes permettant d'isoler au labo 
ratoire les bactéries qui appartiennent à cette flore ? 
Décenire les techniques, préciser les milieux de culture uti- 
liés. 


4. L'inoculation sous-cutanée d'une culture de bacille 
boulinique où de son fltrat entraîne chéz lu souris des 
paralysies puis la mort. Que peut-on en déduire quant au 
pouvoir pathogène de cette bactérie ? Quels sont le ou les 
produits sécrétés qui lui confèrent ce pouvoir pathogène ? 
Quelles en sont la nature et les propriétés ? 

5. La vaccination antibotulinique, bien que non prati- 
quée chez l'homme, est possible, La sérothérapie est pra- 
tiquée lors du botulieme. Définir vaccination et sérothéra- 
pie en précisant quelles sont les substances utilisées dans 
chacun des cas et quel est leur intérêt. 


4. Étude de la production de toxines 


Cm se propose de suivre en parallèle, l'évolution de la 
croissance d'une souche bactérienne toxigène et la prochuc- 
tion de toxines, Pour cela, on dispose d'une série de fioles 
contenant chacune 20 mL de milieu et enseméencées de la 
même façon avec un inoculun identique. À chaque temps, 
on sort une Mols de l'étuve et on réalise une numération 
bactérienne par turbidimétrie puis, après avoir filtré, on 
dose la toxine sur un aliquot du filtrat obtenu, La numéra- 
tion est exprimée en LaN (N : nombre de bactéries par mil- 
Hliwe). La quantité de toxines produite est exprimée en 
nombre de DMM (dose minimale mortelle) par millilitre de 
Hltral. On obtient Les résultats anvants : 


RE 





1 Définir la DMM. 

2 Comment détermine-t-on en pratique cette DMM. 

3% Tracer sur le même graphe les courbes LnM = ffr) et 
Nb DMM = jfel, Les analyser, Que peut-on en déduire sur 
la nature de la toxine produite ? 


5. Étude du pouvoir pathogène de St. aureus 


Sr. aureus est responsable de septicémies au pronostic 
grave chez des sujets hospitalisés et affaiblis. La porte 
d'entrée des septicémies hromboemboliques est souvent 
une plaie surinfectée et le pouvoir pathogène repose surtout 
sur les capacités de multiplication et d'invasson du germe. 
1. Donner la définition d'une septicémie. 


2. Expliguer Le mécanisme d'apparilion d'une septicé- 
mie d'origine bromboembolique Con pourra Îlustrer par 
des schémash, 

4 Cher deux facteurs sécrétés par SL awrewr el qui 
contribuent ag pouvoir pathogène lors d'uce seplicénrie et 
justifier leur rôe. 

4 Pour l'un des facteurs donr la recherche est effectuée 
au laboratoire, expliquer sommairement lé prncipe des 
tests réalisés et la signification des résultas obtenus, 


6. Étude du pouvoir pathogène de 5. typhi 


On prélève aux temps L = phase cxporentielle, 4 = fin de 
phase exponentielle, t, = phase stationnaire et (, = phase de 
déclin d'une culture de 5. ypéi Lol. de milieu, Chaque 
prélévementest injecté k un cobaye. Les animaux ainsi ina 
culés présentent tous les mères troubles : état de choc avec 
fièvre élevée, digrhée, prostration : ls meurent en moins 
de 4 heures. 

Cm constate d'autre part, chez Les animaux inoculés, que les 
troubles apparaissent beaucoup plus rapidement pour les 
prélèvements effectués aux temps L et, que pour Ceux 
effectués aux tempe 1, et ts. 

si les bactéries prélevées aux temps 4 et L, soul, préalabhe- 
ment à leur inoculation aux cobaves, lysdes par Les ultra 
son, les troubles apparaissent alors encore plus rapide- 
mentque pour les prélèvements effectués aux temps L et L 
et correspomdant à des bactéries non soumises à l'acte 
des ultrasons, 

1.1, Jastifier F'apparition plus rapide des troubles d'une 
part pour les cularres prélevées à 4 et, par répport aux cul- 
tures prélévées à & et L, (ces dernières n'ayant pas été tral- 
tes par les ultrasons]. 

12. La justifier d'autre part pour les cultures prélevées 41 
ct, ot ayant Été traitées par les ultrasons par rapport aux 
cultures prélevées aux mêmes temps mais n'ayant pas sub 
l'action des ultrasons, 

2 Quel effet produirait chez le cobaye l'injection de 
Pool d'un Gétras de La culture de £ tphi prélevée au 
temps t, ? 

3 Quelle conclusion peut-on rer de l'ensemble de ces 
capérieoces quant à la tocalisation de la substance respon- 
seble des troubles ohservés T 

4  Endéduire is nature chimique de cette subetance chez 
la bactérie étudiée, 

5  Rappeler les principales propriétés biologiques de ce 
groupe de substances rencontrées chez les Salma ainsi 
que chez de nombreux autres bacilles à Gram négatif, 
Creer une bactérie d'un genre autre que Safmenella ci dont 
le pouvoir pathogène repose en grande partie sur la pré- 
sence d'une subatance analogue. 

6. Comment mesure-t-on, au laboratoire, les effets toxi- 
ques dé cos substances ? Quels paramètres détermine-t- 
on ? Donner leurs définitions. 


Les valeurs respectives de ces paramètres scurt-elles supé- 
eures ou inférieures celles que l'on obdiendrait, au cours 
d'une étude expérimentale similaire, à patir de la autre 
tance responsable des troubles observés chez un TE 
altétnt du tétanos 7 Justifier |8 réponse, 


7. Étude du pouvoir pathogène 
de Str. meumonias 


1. Omréalisc l'expérience suivante à partir de deux sœu- 
ches, A ot B. de Sr, pneumonie : 

— Chaque éouthé est jéciée, à raison dé 0,5 mL. dé surs- 
pénston, par vole intrapéritonéale à ame souris : 

- la souris qui a reçu l'injection de la souche À meurt au 
bout de 24 heures, lautopaie montre une noméfsction de 
tous les organes : 

= la souris ayant reçu l'injection de le souche Ë ne présente 
aucun trouble même au bout de plusieurs jours. 

LI. Donner le définition du pouvoir pathogène. 

12, Dans l'expéricoce décrite ci-deseus, les recherches de 
toxines effectuées chez les souches À et B s'avèrent Loutes 
négatives, Quel est alors Le facteur qui a joué un rôle essen- 
tiel dans le pouvoir pathogène de la souche À 7 Justifiec ba 
réponse, Conmunent intervient ce facteur dans l'organienve ? 
13, On effeciue deux coloratons de Gran, l'ure sur un 
calqué d'érganté de la sorts A. l'autre eut la suspenénon 
iijeciée à la souris B. Schématiser les obéérvations fartes 
a les légender. 

14. Citer une autre espèce bactérieone chez qui ce même 
Ércteur explique, au moins eu partie, le pouvoir pahagène. 
15, D'autres facteurs peuvent être sécrétés par les bacté- 
nies et leur conférer un pouvoir pathogène tout en ne cor- 
respondant pas à des toxines. Donner deux exemples en 
précisant chaque fois le nom de la bactérie concemée et en 
expliquant comment agisseot ces Facteurs, 

2.  £er, pneumonie fait partie de la More commensale. [l 
peut être réponsable d'infections prinérés plus cn trés 
graves #1 se cnifésté également comme agent de surin- 
lcuion. Ces maladiés inféchéusés se rénéontrént avé ume 
fréquence élevée chez les vieillards, bes très peucnes enfants. 
les diahétiqués, ks éthyliqués et les convalescents. Ces 
sujets constituent un « terrain # favorable au gérriné. 

LL Définir les termes flore commensale, Infection pri- 
maire 1 Lorrain. Quelle paniculansé comtmane présentent 
ks aujets qui contient be «rain + dé Sir, are 
nie À 

22 Comment sppelle-1-00 les bactéries dont le pouvoir 
pathogène ne s'exerce que dons des conditions particulié- 
res de « terrain», cornme c'est le cas pour Sr. anennen- 
nige 7 

4. Pour d'auires bactéries telles que $ roi, le pouvoir 
pétimgéne se manifeste dé mémièré pratiquement syst 
tique lorsque lé germe cat présent dans l'organisme. 

À quelle catégorie appartiennent ces bactéries par opposi 
tion à celles rangées dans la catégorie définieen 22. ? Citer 


Copyrighted mate %! 


deux germes, de genre autre que Salmonelle, qui appartien- 
nent à ce même groupe. 


8. Étude de l'intoxication a Ci botulinum 


Une intoxication collective due à CL barñulinem a lieu après 
une ingestion de jambon cru. 

1 Les symptômes caractéristiques aménent à un trate- 
ment des malades par sérothérapie. 

LL. Comment s'exerce Le pouvoir 
CL barilinum ? 

12. En qui consiste la sérothérapie ? Quel est ke but 
recherché ? 

13. Actuellement, les sérums antiboulinigues sont obte- 
nus chez le cheval après injection d'une anatoxine. 


pathogène de 


Addition de 0.1 mL de 
sérum spécifique 


Traitement particulier 


infection du contenu 
de chaque tube à 
2 souris 


Survie des S0unsS au 
bout de #4 heures 


ZL Justifier le procédé employé et donner son nom. 
ZL2 Que peut-on en conclure * 


9. Étude du pouvoir pathogène du bacille 
tétanique 


On réalise deux expénences. 

— Expérience L : on injecte à un cobaye (C; } par voie sous- 
cutanée uné culture dé bacilles tétaniques. L'animal méurt 
en quelques jours. Après autopsie, on observe des lésions 
organiques, mais aucun bacille n'est retrouvé en dehors du 
point d'inoculation. 

- Expérience 2: on injecte à un cobaye (C,} un filtrat sté- 
nike de culture de bacilles tétaniques, L'animal meurt en 
quelques jours en présentant des symptômes rappelant 
ceux du tétanos et des lésions voisines de celles observées 
dans la première expérience. 


1. Quelles conclusions peut-on tirer de ces deux 
expériences ? 

2 Quelle est la cause du pouvoir pathogène du baciile 
tétanique ? Donner ses propriétés. 

3 Une personne est atteinte du tétanos. Quel est le trai- 
lement uulisé pour combattre la maladie ? Donner son 
principe ? 


Qu'est-ce qu'une anatoxine ? Quel est son modk 
d'obtention ? 


2 Cing types sérologiques de CL botulinum peuvent 
être rencontrés en France : À, B, C, D et E. I existe donc 
autant de sérums spécifiques, Pour éviter les inconvénients 
d'une injection trop massive de protéines étrangères, on 
effectue une sérothérapie spécifique. Les restes de l'ali- 
ment contaminé servent à l'identification du type de botu- 
lisme. 

Après brovage dans un diluant approprié et centrifugation. 
le surnageant obtenu est réparti en 7 fractions de ? mL dans 
des tubes numérotés, puis subit les opérations indiquées 
dans le tableau suivant. 





10. Vaccinations 

Chez l'homme, la vaccination associée antidiphiérique et 
antitétanique (vaccin DT} suit Le protocole suivant : 
injections, par voie intramusculaire, à D'mois d'inter- 
valle, Les composants fondamentaux du vaccin sont Les 
auivants : 


Anatoxine diphtérique purifiée 


änatoune tétanique purifiée 
Hydroxyde d'aluminium Aly0 
Soluté physiologique 950 





1 Définir les termes vaccination et sérothérapie. 

2 Comment transformeé-t-00 une toxine en anatoxine ? 
% Expliquer les bases physiologiques du procédé utilisé 
des trois injections successives. 

4. Donner dans ce cas la cinétique d'apparition des anti- 
corps lors des différentes injections ? Illustrer la réponse 
par un graphique. 


11. Étude du pouvoir pathogène 
de C. diphteriae 


On réalise deux expériences. 


- Expérience L: l'injection d'une culture de C. dipirerion 
au cobaye entraîne la mort de celui-ci, Le bacille diphtén- 
que n'est retrouvé qu'au point d'inoculation et l'autopsie 
révèle des lésions caractéristiques des divers organes, en 
particulier des capsules surrénalés hypertrophiées et 
hémorragiques. 

- Expérience 2: les mêmes lésions sont observées au 
niveau des organes chez des cobaves auxquels on a injecté 
du filtrat de culture de €. déphrerite, 

1. Analyser ces deux expériences et conclure. 


2.  Onétudie la croissance du bacille diphtérique en fonc- 
tion du temps (courbe 1) et on détermine expérimentale- 
ment la quantité de toxines synthétisée au cours de cette 
croissance. Le titrage de li toxine est réalisé à la fois sur le 
État de culture (courbe Zahet sur les cellules bactériennes 
(courbe 2h). 

Les résultats sont schématisés ci-dessous : 

— courbe |, LaN = fiti : 

— courbe 2, quantité de toxines = ri. 





Ln N 


UÜ i 
Cour À 


Chiantité 
de Lnxine 





Crnrhe 2 





2.1. Commenter l'allure des courbes du et 2h. En déduire 
le mode de production de la toxine diphtérique. 

2.2, À quel type de toxine appartient-elle ? Quelle est sa 
nature À 


1.3. Quelles sont ses principales propridtés 

A Seules les souches de bacille diphtérique infectées par 
un bactériophage 5 sont capables de produire cette toxine. 
Comment s'apielle ce phénomène * La propriété de pro- 
duire la toxine est-elle transmissible aux cellules filles 7 
Juatifier a réponse. 


12. Étude du pouvoir pathogène de Y. pestis 


1 Le pouvoir pathogène de F pesris est dû en parie à 
deux types de toxines mortelles : 

une toxine protéique (toxine pesteuse) à localisation 
cytoplasmique et non sécrétée par la bactène ; 

une toxine Hpopolysaccharidique (LPS). 

1.1. Qu'est-ce qu'une toxine ? 

1.2. On procède aux expériences suivantes : 

a) on prélève une partie d'une culture de F. pestés prélevée 
en phase exponentielle, on Gltre ét on injecte le Mlerat à des 
rals : 

bi on prélève une partie dé la culture toujours en phase 
exponentielle, on lys les bactéries, on filtre et on injecte le 
flirat à un second bot de rats : 


c} on prélève une partié de Lu culture encore en phase expo 
nentielle, on réalise un extrait de paroi purifiée et on 
l'inpecte à un troisième lot dé rats. 

Quel est le résultat obtenu pour chaque expérience ? Justi- 
fier. 

2 Des prélèvements de culture de F. pestis en phase de 
latence, en phase exponentielle et en phase stationnaire 
sont inoculés à d'autres lots de rats. Les animaux meurent 
d'autant plus tardivement que le prélèvement a été précoce. 
Dans tous les cas, l'autopsie montre la présence de bacté- 
ries dans tous les tissus. 

Proposer une interprétation des résultats. 


13. Étude du pouvoir pathogène de Listeria 
monocytogenes 


LL  Lisrerir moncevtogenes est considérée comme une 
bactérie pathogène opportuniste. Définir ce terme. 

2 Liceria monveytogenes est une bactérie invasive. 
Elle se multiplie à l'intérieur de nombreuses cellules, en 
particulier dans les macrophages. 

21 Définir be pouvoir invasif d'une bactérie. 

2.2, Citer les facteurs liés à la bactérie, favorisant le pou- 
voir invasif. 

23. Par quel mécanisme les macrophages interviennent 
ils dans lu défense antibactérienne non spécifique de 
l'organisme ? Expliquer. 


ete]: 15 {Te 25 





1. Compléter 

LL Symbios, parasitisme. 

À  Saprophytes, BPO. bacténes puhogènés opportumistés, 
EPS, bactéries pathogènes systématiques. 

3  Fimbrice, adhésines, glycolalvx. 

4 Toxines proiéiques, exotoxines vraies. 

5, Immunogène, toxines, chaleur, formol, anatoxines. 

6  Généralisée, septicémie, bacténémue. 

7  Toxi-infections, intoxinations, 

& Contact direct, morsures où piqüres, hôte vecteur. 

% Vaccination, immunité active, sérothérapie, passive, 
préventive, Curive. 


10, Sérothérapie, homologues, de la même espèce, hétéro- 
logues. d'espèces différentes, choc anaphylactique. 


2. Propositions vraies ou fausses 


1 rai. 

Z Faux: la DL, représente la dose pour laquelle S0 SE du 
lt d'animaux cobaves est mortellement atteint (cela induit 
une notion statistique). La DMM est la dose minimale capable 
de provoquer la mont de Los les animaux traités (pas de con- 
notation sLaistique 1. 

3. Faux - certaines toxines protéiques ne peuvent étre qua- 
liées d'exotoxines vraies çar elles ne sont libérées que lors 
de la mort cellulaire. 

4 Vrai. 


5. Vrai. 


6. Faux : dans la tox-infection, le germe se développe sur 


l'hôte et y libère latine, Four l'intoxination, seule la toxiné 
entré en contact avec l'hôte. 

FT. Faux : ils" agit d'une infection lors de laguelle le germe 
responsable posséde à La fois un certain pouvoir invasif et une 
action OxIQUe. 

6, Faux : ils sont préparés à parue de toxines trañtées par le 
formol et Ja chaleur, Les anatoxines, et qui ont ainsi conservé 
leur pouvoir immunogène tout en ayant perdu leur activité 
toxique, 

9 Vrai 

10. Faux : un sérum non homologue (hétérologue) peur pro- 
voquer une réaction de l'organieme (allergie} pouvant être 
très grave (choc anaphylactique) par ke fait qu'il est immuno- 
logiquement étranger. 


3. Pouvoir pathogène du bacille botulinique 


D Saprophytisme : « vie sur des matières en décomposi- 
tion », développement dans l'environnement de l'homme ou 
sur l'homme. $ymbiose : « vie avec », relation profitable et 
nécessaire aux deux (rumen), Parasitisme : profite à La bacté- 
nie et est néfaste à l'hôte (voir chap. VIT, & 2.11. 


dùl 





2 Flore saprophyte du sol. Flore séro-anaérobie ou anaé- 
raie stricte, très nésietanté et sporulente, Pouvant container 
des produits alimentaires et difficilement éliminable par une 
simple stérilisation (spores). 

4 Culture en milieu anaérobie (gélose profonde, jure 
ansérobie : vour chap. ILE, # 1.4.3. et 4.2.3). Milieux enrichie 
en substances réducirices, 

4 Inoxination. Toxine sécrétée agissant sur les Fibres ner- 
veuses, En fait elle l'esi en partie en phase exponentielle de 
croissance, le reste étant libéré après autolyvse de la bactérie. 
Cette toxine est hermolahile et donc facilement détruite par 
simple cuisson. 

5. Vaccination : imraumisation active par administration de 
l'antigène contre lequel l'organisme va élaborer des anticorps 
el des cellules spécialisées : protection efficace, à durée lon- 
eue surtout si l'on pratique dés rappels. Sérothéragie : imrou- 
nisalion passive par administration d'anticorps présents dans 
le sérum d'une autre malade ou d'un animal : risqué de réac- 
don immunitaire importante et protéction lomitée dans le 
temps (voir chap. WT, $ 41. 


4. Étude de la production de toxines 


LL Dose minimale tuant dans un délai déterminé des ani- 
maux de race, de poids et d'&ge déterminé. 


Z Injection de différentes doses de toxines à des lots d'ani- 
maux répondant aux caractères indiqués en réponse | et éva- 
luation des survivants et dés morts. 

3 Courbes (voir ci-dessous}. On constate que la produc- 
üon de toxine ne démarre que lorsque la culture est en phase 
exponentielle pour être ensuite produite proportionnellement 
en fonction du temps et être maximale en phase stationnaire. 
La courbe suit l'évolution de la croissance avec un décalage 
dans le temps de 20 minutes environ. I s'agit d'une cxmtoxine 
libérée par la cellule, exotoine « voue », 
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5. Étude du pouvoir pathogène de St. aureus 
L  Septicémie: infection généralisée (voir chap. VIL 


ë Li k 


3, Réacüon miam de l'endothélinn veineux et 
coloniaalion de la Pan eireuse + coillot (voir chap. WII, 
+ 202 et, VIS) 

4  Coagulase, hyaluromidase (vor chap, VIE $ 4.6.4.31. 
4 Recherche de La cosgulase : à partir d'une culture en 
milieu Nquide de saphelocoque, on réalise on mélange 
volume à volume avec du plasma oxaiaté et l'on incubhe à 
37 °C. On observe la coagulation du plasma qui doit apparaïi- 
tré après une durée de 30 minutes à quelques heures pour per: 
mettre de diagnostiquer $5 anrens. 


6. Étude du pouvoir pathogène de S, typhi 


Li. Ales Lo est en présence d'un nenttbre de bactéries 
marin (phase atome). Au tés t,, méme 6: Île non- 
tue de bactéries est inférieur 41, en Fu où subsiste le reste des 
bactéries mortes (phase de déclin) et donc Les endotoxinés. 
12 Les cellules aux temps LU it, avant été traitées par les 
ultrasons, elles ont été détruites et les endotacines ont été libé- 
TES, 

2,  Efiel pet amenée car es endotoxines résient Hées à la 
celle ét né sont pas hbérées dans le milieu. Seul le pouvoir 
vastes bactéries | Le Hé alors un rôle. 

3. L'endotoxine est lié au corps bitérien (voir chap. LE, 
52.23.57 ei chap. VIL $ 34174 

4 Endotounc de nature glucido-ipido-prnéique (voir 


Chap. il, 4 2,2,4,3.2%, 


5, Propriété pathogène (lipides Ai ét antigénique (anti 
sène Of du LPS {veur chap, LL 8 LISE coli GEL. 

d, Différentes dluuons de la substance sont muses en pré- 
sence de lots d'animaux. On Éétermine [CH chaque Lot Le 





pourcentage de survivants at de morts, BMM idose minimale 
mortellel, D % (dose létale 30 %1, voir chap, VIL $ 34,2, 
Valeurs netiement inférieures h colles troivées en présence de 
tosire Létanique, ragport de 1 4 700 OC en moyenne (voir 
chap, VIE & 341.2 tab VIES4. 


7. Etude du pouvoir pathogéne 
de Sir. preurronise 


11 Pouvoyr pathogénce : propriété d'on micr-organisme de 
déclencher, chez acn te, des troubles physolog ques 

LE C'est le pouver invasif Carubences de la souche À qui a 
joué un rôle essentiel, Se multigliant ét & disséminant par 
tent, elle a envahi tours Les organes, Ce pouvonr lun pérme dde 
se disséminer ét de se mulupler rapidement en résislant en 
méee temps à la phagecytose (voir chap, VIL & F3 

1.4, Calque d'organe souris À : shomdance de cocci à Ceraim 
poste en dimoccques parmi ks cellules de l'organc et d'une 
grande quantité de leucocvtes. Giram sur suspension Ë, diple- 
coques à Giram pogitit. 


LA. Par exemple K prévrranire. 


LS. Par éxemplé fbrinolvans de $t aureus détruisant les 
caillots de fibrine, obstacles à sa dissémination, DNase du 
méme germe détrursant les cellules et provoquant des lésions 
ussulaires (voir chap. VI, $ 3.3.1.3). 

1. Flore commensale : flore bactérienne normalement rési- 
dante de Fintesüin (+ manger à la même tablé», voi 
chap, VIE, 8 21.3.) Infection primaire : infection responsa- 
ble des premiers svmptémes par opposition à la suninfection. 
Terrain : environnement physiologique, physico-chimique ét 
microbiologique de l'hôte (santé, pH local, température 
locale, flore résidant...) Sujets immunologiquement défi- 
cicnte, malades, saiecn froide. 

2.2, BFQ: hacténes 
chap, VIL & 213 

3 BPS: hacéries pathogènes spécifiques (voir chap, VIL 
ETUI Ve choleree, K peste. 


pathogènes  opportunistés (voir 


8. Étude de l'intoxication à CL. botulinium 


1.1. Élaboration et sécrétion d'une cxotoxine agissant sur Les 
cellules nerveuses, 

LL Administration à un malade d'anticorps provenant d'un 
sérum d'un autre malade où d'un animal, Protection immé- 
date lorsque l'infection est déjà déclarée, Mais immunité 
passive el de conte durée. 

13. Anmoxine : toxine trastée de manière à conserver ss 
propriétés antigéniques tout en ayant perdu ses propriér£s 
togiques, Traitement au formol et à la chaleur {voir chap. VIE 
$ 347.141. 

21. Tubes | à 5: essais, mises cn présence du filtrat censé 
contenir la toxine avec chacun des 5 sérums spécifiques, Le 
tube ci les anticorps neutraliseront la toxine ne provoquer 
plus ren chez animal moculé. Tube à : témoin positif sans 
anticorps, Tube 7: témoin négauf, la toxine chauflée est 
détruite Ghermolalilité). 

22. Dans be cas présent, c'est be tube 2 qui laisse l'animal en 
vie ; donc la souché responsable est la souche B. 


9. Étude du pouvoir pathogène du bacille téta- 
nique 


1 La pathogénicité est due à une substance chimique éla- 
borée et excrétée par la bactérie, Le pouvoir invasif du germe 
est inexistant. 

È Cette Subsiance est Lune tOXITe CECOMÉC À UTIE CXOMONSNE. 
Elle est lorterent tosque et antigémoue, L'estamesubaance 
thermolatile Cooar chap WIL à 4.4, 1.11 

3  Sérahérapie, Administration d'un sérum contenant des 
anticorps deslinés à neutraliser Ha boxine tétanique, Ce sénuin 
provient d'un emimal immunisé cu d'un autre malade, Cels 
ASSITE UNE protection “iralis ë rapide ël imnrédinte munis ef 


r 1. ain amp À 5, bn s 
MU ces une protection à long terne voir chag, VIL £ 423, 


10. Vaccinations 
LL. Vaccination : immunisation active pur administration de 
l'antigéné contre lequel l'organisme va élaborer dés anticorps 


3e 


et des cellules spécialisées : protection efficace, de durée lon- 
gue sunout si l'on pratique des rappels. Sérothérapie, 

2, Traitement à la chaleur et au formol iprocédé de 
Ramon) : culture à 40 €, pH de 7,848 ou 5,5 en présence dé 
formol pendant À à $ semaines (voir chap. VIL & 3,4,2.41, 

3 Procédé du rappel : byperimmumnisation peur augrienber 
le taux d'anticorps et la durée de vie des cellukes mémoires 
voir chap, VE, $ 3.5.2, 

4. Courbe (voir chap. VIT, fig. VIL-14). 


11. Étude du pouvoir pathogène de C. diphteriae 
L  Pathogémicité uniquement due à uve substance chimique 
(oxine} élaborée et sécrétée par la bactérie. 

2.1. On constate que la toxine est produite et sécrétée dés que 
le germe se trouve en phase exponentietle de croissance, pour 
atteindre son maximun lorsqu'il se trouve en phase station 
Maire, 

LE, M s'agit d'une cxotoxine « vraie » de nature protéique 
voir chap. VII, & 3.4.1. 

2.4, Toxicité en antigénicité importante, bermolabilité. 

3 La conversion lysogénique. Non : le caractère est porté 
par Le bacténophage et n'est jamais intégré au génome bac- 
térien (voir chap, VE 8 34.31. 


12. Étude du pouvoir pathogène de Y. pestis 
LL Molécule protéique ou lipopolysaccharidique, synthéri- 
sée par la bactérie et responsable de la pathologie infectieuse 
par son action sur une cible particulière (structure cellulaire. 
métabolisme... 

L2, a Latoxine protéique étant exécytée en phase x poren- 
ticlie, où va donc la récupérer dans de filtrat dé culture. 1 la 
concentration ést suffisante + mort dés animaux. 


bj La toxime prouéique totale est récupérée dans le flat + 
mont des aniroaux. 

ci Latoxine LPS est récupérée dans l'esctrait da paroi purifiée 
+ mort des animaux. 

2 Deux phénomènes jouent en concomiance : k pouvoir 
invesif ; les bactéries étant de plus en plus nombreases, il aug- 
ménte avec le temps, la dissémination st pus importante, La 
quanuté dé loxines synthétisées et libérées qui augmente elke 
ausst avec ke nombre de hacéries e l'Age de la culiure, En 
phûse satôonnaire Le nombre de bactéries est maximal et la 
quantité de toxines libérées aussi. 


13. Étude du pouvoir pathogène de Listeris 
mMmonocriogenss 


1 Geémite qui se développe très Facilemient dans des orga- 
aismes déficsents. 

2.1. Faculté de se moltplier et de se dissérminer dans l'orga- 
nisme infecté, 

221 Laprésence sur la bactérie de poli (ou mbvioe detype D 
pemmetlant sa Üraon-adhésion aux thssus (agelutivationt 
grâce à des lectines, La présence d'antigènes d'adhésion 
(adhésines] molécules proréeues coréspendant au frobrine 
like (Ag K chez EE coff, Le glvcocalyx. fibres polysacchai- 
diques adhérant aux membranes cellulaires. La résistance à la 
phagocviose éprésence de capauie, non-digestion par ks 
macrophagest. Faculté de produire des eozymes favorisant 
l'extension du foyer infectieux (cosgulese, fibrinalysine, 
bvaluronidise, désoxmbomeléase chez EL Gross), 

2.3. La phagecyiose : chinotuctisme atlmnt les büictériés, 
phase d'adhésion à la membrane du macrophuge, phase 
d'ingestion {la bactérie est englobée cs un phagosorie), 
phase de digestion de La bactérie {ysosome, phagolysosornme. 
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Chapitre 8 


Virologie 


En 1892, [vanowsky montrait qu'une mala- 
die atteignant les plants de tabac, la mosaique 
du tabac, était dué à un agent méconnu n'appar- 
Lenant ni au monde des bactéries, ni aux poisons 
chimiques. Cet agent infectieux, capable de 
reproduire la maladie après inoculation à un 
plant dé tabac sain, capable aussi de traverser 
les filtres qui retiennent habituellement les bac- 
téries, fut appelé « ultravirus + où « virus 
filtrant ». Par la suite, il fut démontré que de 
nombreuses autres maladies animales ou végé- 
tales pouvaient être engendrées par des agents 
infectieux analogues. Le critère de filtration 
reconnu comme fondamental pour les distin- 
guer des bactéries ne pouvait être retenu comme 
la seule propriété caractéristique, c'esl pour- 
quoi on leur conserva plus simplement le nom 
« virus » qui désignait autrefois les germes 
pathogènes quels qu'ils fussent. 

Les bactériologistes qui étudièrent les pre- 
miers ces agents eurent tendance à les opposer 
où à les rapprocher des bactéries, C'est ami 
qu'ils leur reconnurent un pouvoir infeciieux, 
un pouvoir filtrant, de faibles dimensions et, 
enfin, une imaptitude à se multiplier sur les 
milieux de culture propres aux bactéries, Les 
virus sont en effet des parasites obligatoirement 
intracellulaires. 

[ fallut attendre de nombreusés annéés pour que 
soient reconnues la nature véritable des virus et 


leurs propriétés exceptionnelles, En 1949, Enders 
montre que les virus peuvent être cultivés sur cel- 
lules, Dès lors la virologie connaît un prodigieux 
essor, Les méthodes de culture en masse permel- 
bent en particulier dé récolter de grandes quantités 
de virus et de Les étudier sous leurs aspects physi- 
ques et chimiques. 

L'ensemble des travaux tend alors à montrer que 
les virus, quelle que soit leur origine, ont tous en 
conimun un Certain nounbre de caractères. 

— En 1953, Lwoff donne une définition de la 
particule virale, ou virion, qui est maintenant uni- 
verscllement adoptée : 

— le virion ne possède qu'un seul type d'acide 
nucléique : soit de l'acide nbonucléique (ARN), 
soit de l'acide désoxyribonucléique (ADN) ; 

lé virion sé reproduit à parur de son seul 
acide nucléique : 

— le virion est incapable de se diviser : 

— Le vinion n'a aucune information génétique 
concernant les enzymes du métabolisme intermé- 
diarre producteur d'énergie : 

- la multiplication des virions implique l'utili- 
sation des structures de la cellule hôte et, spécia- 
lement, des ribosomes. 

- Le virion manifeste donc un parasitisme 
absolu. 

Cette définition distingue nettement les virus 
des bactéries. 


il 
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1.2. Éléments de structure 


Le virion T, en tant que particule infectieuse, est 
constitué d'une molécule d'acide nucléique asso- 
ciée souvent à des protéines internes et protégée 
par une coque rigide de nature protéique : la cap- 
side. On donne souvent à cet ensemble le nom de 
nucléocapside. La capside peut être nué ou entou- 
rée d'une enveloppe, ou péplos. 





1.2.1. Acide nucléique 


Il peut être de l'ADN ou de l'ARN. 

L'acide nucléique viral est infectieux. E repré- 
sente le génome viral. Le rapport (QG + CYTA + T) 
varie de 35 à 75 %. Il peut étre circulaire, non seg- 
menté où segmenté, 

Sous forme désoxyribonucléique, 1l'ést géné 
ralement bicalénaire et dé structure comparable à 
celle définie par Watson et Crick. [l est le plus sou- 
vent linéaure, rarement circulure (Papevavirus) 
Après l'infection, l'ADN nucléaire peut prendre 
une forme ciculure, Cétté « cireularisation » 
peut étre un préalable indispensable à l'intégration 
de l'ADN viral dans lé chromosome cellulaire 
comme on le verra dans le cas du phage À et 
d'E, coli K,s. 

La masse molaire dé cet ADN varie de 
105 daltons avec les petits virus comme celui du 
polyome à 160.10 daltons avec les gros virus du 
type Pox. La longueur de cette molécule varie, en 
conséquence, de quelques milligrs à plus de 
250 (Knucléotides : le nombre de gènes peut être 
évalué, comparativement, de 10 à plusieurs cen- 
taines. 

Sous forme rihonucléique, il est habituelle- 
ment monocaténaire, exception faite de quelques 
virus dont les plus connus sont les réovirus. 'con- 
tient, comme FADN. l'information génétique 
virale, Cet ARN cst presque toujours linéaire et 
continu mais il peut aussi être segmenté. $a masse 
molaire est plus faible que celle de l'ADN : elle 
varie de 10 daltons (phages à ARN) à 
15.10% daltons (réovirus). L'orientation peut être 
positive (du même sens qu'un ARN messager) ou 
négative (complémentaire à un ARNmi. 

Certains virus possèdent, étroitement associées 
au génome, des protéines internes constituant avec 





lui le nucléoïde, ou core, et des enzymes comme la 
transerniptase qui transforme l'ARN viral en ARN 
messager infectieux (myxovirus). 


1.2.2. Capside 


C'est une véritable boîte ou coque de nature pro- 
téique qui entoure et protège l'acide nucléique 
viral, L'analyse chimique a montré que la faible 
quantité d'acide nucléique viral était insuffisante 
pour coder de nombreux types de protéines. De ce 
fait, la capside est constituée par l'assemblage 
d'unités identiques entre elles que l'on appelle 
unités de structure, L'édification de ces unités de 
structure ne peut se réaliser que selon deux types 
de symétries : la symétrie hélicoïdale et la symé- 
trie cubique. 


1.2.3. Enveloppe 


Tous les virus à symétrie hélicoïdale sont entou- 
rés d'une enveloppe. où péplos, ainsi que quel- 
ques virus à symétrie cubique, Cette enveloppe, 
qui prend naissance au cours de la traversée des 
membranes cellulaires, présente une constitution 
complexe : cle est formée d'éléments cellulaires 
et d'éléments d'origine virale, On y rencontre des 
protéines, dés glucides ét, surtout, des hpides qui 
déterminent chez ces types de virus une certaine 
sensimilité aux solvants organiques ét en particu- 
lier à l'éther. Le péplos est, à l'image de la capside, 
formé de l'assemblage d'unités de structure ou 
péplomères dont les propriétés antigéniques de 
surface sont importantes, déterminant en particu- 
her la réconnassance des cellules sensibles et 
jouant un rôle dans la maturation et la libération du 
virus. 


1,3. Architecture et assemblage 
L'assemblage nucléo-capsidal ne se fait pas 
sans ordre mi sans harmonie. [obéit 4 des lois pré- 


cises et détermine deux types de symétries archi- 
tecturales chez lé vinon : lés symétniés cubique et 


hélicoidale. 


1.3.1. Virus à symétrie cubique 


La structure de ces virus dérive de l'icosaëédre 
(frg. VIH. li. La capside comporte 20 faces (cha- 
que face étant représentée par un triangle équila- 
téral}, 12 sommets et 30 arêtes. Elle possède 
3 types de symétries : 

— IS axes de symétrie d'ordre 2 passant par les 
centres des arêtes ; 

- lüaxes de symétrie d'ordre 3 passant par les 
centres dés faces trangulures : 

- baxes de symétrie d'ordre $ passant par les 
SOITITISÉS, 


La capside contient l'acide nucléique pelotonné 
ou enroulé sur lui-mème, mais 1l ne semble pas v 
avoir d'association étroite entre acide nucléique et 
protéines. Elle est formée d'un certain nombre 
d'unités morphologiques, les capsomères, dispo- 
sés régulièrement ét comprénant eux-mêmes des 
sous-constituants, les unités de structure. Certains 
capsomères, les plus nombreux, comprennent 
6 unités de structure : ce sont des prismes hexago- 
naux creux où hexamères distribués sur les arêtes 
et sur les faces (hexons). D'autres contiennent 
S'unités de structure et forment des prismes pen- 


äd- 





tagonaux creux, ou pentamères, situés à chaque 
sommet de l'icosaëdre (pentons). 
Le nombre de capsomères est exprimé par la formute : 
M= lÜu-1)2+1 


dans laquelle N représente le nombre total de cupsomères et n 
le nombre de cupsomères disposés sur un cûté de chaque 
iangle éguilutéral, y compris les capsomères des extrémités. 
Un cértuin nombre de virus se conforment à cette formule, 
conne lillustre Le tableau ci-dessous. 





| Phage (x 174) 





Réovirus 4 {2 
Virus herpétique 5 162 
Adénovinus fi 






Dans be cas des adénovirus, on décèle 3237 capsomères, 
dont 24H) hexamères et 12 pentamères, situés aux sommets de 
l'icosaèdre. Ilexiste, en outre, sur ces pentamères de sommet, 
12 molécules protéiques avant l'aspect de battants de cloche 
et parfañement visibles au microscope électronique. Ce sont 
des fbrilles de 20 nm de longueur terminées par une sphère 
de 4 nm de diamètre et possédant une activé hémaggluti- 
nant. 

Cette formule pratique ne peut malheureusement rendre 
compte de la structure de tous Les virus. 





Figure WIIL.1 - Symétnie cubique chez les Adénovirus. 


a: Schéma Siructural : Capsomeres ét moléculkss en - battanms de 
cloche =; 5: coloration négative : p. pentamères, h. hexamères. 
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Elle apparaît, en microscopie électronique, régu- 
lièrement parsemée de projections ou spicules 
de $ à 10 nm de longueur. Cette enveloppe phos- 
pholipidique intègre un certain nombre d'élé- 
ments d'onginé cellulaire. Les spiculés qui lui 
donnent un aspect hénissé sont de deux types : 

— les hémagglutinines, de nature glycoprotéini- 
que, qui sont des bätonnets de 14 nm de longueur 
insérés dans l'enveloppe par leur pôle bpophile. 
Elles possèdent des sites de reconnaissance assu- 
ram la fixation des hématies au niveau de leurs 
récepteurs spécifiques de nature mucoprotéique. 
Ces spicules responsables du phénomène d'hémag- 
élutination sont en nombre élevé (environ 2 (NI : 

— les neuraminidases, qui se présentent égale- 
ment sous forme d'unités, ou monomères, fixées 
sur l'enveloppe. Au nombre de SCA à D'UKKE leur 
action enzymatique permet l'hydrolyse de l'acide 
néuraminique, récepteur cellulaire, Elles imter- 
viennent donc en pérméttant l'élution ou la hbé- 
ralion des vins. 


1.4. Classification 
et nomenclature 


Les éléments de structure qui viennent d'être 
décrits autorisent une classification appelée sys- 
tème LHT (du nom de ses promoteurs, Lwofr, 
Homme et Tourner} ff. VIEIL Elle retient 
principalement : 

- au niveau de l'acide nucléique : 

- sanature, mbonueléique (R}ou désoxyribo- 
nucléique (D, 

- le nombre de brins, simple (SB) ou double 
(DB), 

- pour lés SB, l'onéntahon, positif (+) (du 
mème séns qu'un ARN messager) où négatif (—) 
(complémentaire à un ARNmi). 

- la structure et l'orgamisation du génome, 
circulaire {dir}, non ségmenté (n-seg), ségmenté 
(seu) : 

- au niveau de la morphologie : 

- letype de symétrie, cubique (OC) où héicot- 
dale (H} avec, selon ce type, le nombre de capso- 
mères dans le 1% cas, le diamètre de lhéhice dans 
le second, 
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- la présence d'une enveloppe (E) ou 
l'absence (N = nu). 

Quelques exemples vont permettre d'illustrer 
les principaux cas des 74 familles et des groupes 
dont 21 sont capables d'infecter des vertébrés (le 
22% groupe comporle les virus non classés). 


1.4.1. Virus à ARN 


1.4.1.1. Nuciéccapside hélicodale 
BIVelODéE 


Les Orhomyroviridas sont des virus à ARN 
scementé, de symétrie héhcoïdale, entourés d'une 
enveloppe hérissée de spicules (hémagglutinine et 
neuraminidase), Leur diamètre est de 100 nm 
environ. Le diamètre de leur hélice est dé 9 nm. Le 
Mvxovirus influencae est responsable, chez 
l'homme, de là grippe, infection aiguë et émidémi- 
que. 

Les Paramyrovindae, de dimensions plus gran- 
des que les précédents (de 100 à 300 nm) et dont 
l'hélice a un diamètre de F£ nm, comprennent les 
virus de la rougeole, dés orelloms et le virus res- 
pmiratoire syncytial, 

Le virus de la rage en est le principal réprésen- 
tant parmi les Rhabdoviridae, Ta une forme en 
obus et des dimensions importantes (de 75 à 
175 nm). $a nucléocapside est une hélice mono- 
caténaire d'ARN de 15 nm de diamètre. 


1.4.1,2, Nucieocapside halcoidaie nue 


Le principal représentant des Tobanoviridae est 
lé virus dé la mosaique du tabac {voir $ LATIN. 


1.4.1.4 Nucléocapside icosaédrique 
envalonpée 


Les Togaviridae, anciennement dénommés 
Arhovirus en ruson dé leur mode dé transmission 
par les arthropodes farthropod born virus], Tor- 
ment un groupe complexe de plus de 250 virus, [ls 
sont petits (40 nm) et contiennent surtout des lipi- 
des. Parmi les espèces pathogènes pour l'homme, 
il faut citer les agents de la fièvre jaune, de la den- 
gue, les agents de nombreuses encéphalites (japo- 
naise, équiné dé l'Est, de l'Ouest, Saint-Louis, 
etc.) et, surtout, Le virus de la rubéole qui déter- 
mine des embryopathies chez les mammifères. 


Tableau VII. - Classilication des virus. 





ADN sB 


+ où — n-seg 
| 
ADN SE | cir 
DA 

ADN DB cir 
ADN DB n-sCg 
ADM DE |  n-scg 
ADN DB | N-SCE 
ARN sB + n-sûg 
ARN 5B + n-SC£ 
ARN 58 | + h-SCg 
ARN $B _ .  n-seg 

| 

ARN sB = | sCg 

ARN $B +i- seg 

| ARN DB | seg 
| ARN = ADN | SE + | n-scg 


os Parve- 
E : | Hé pucrrer- hépatite B°! 
N C Papov-, | 
Adéno- | 
E C ierpes- hérpès, 
vanicelle | 
E complexe Paxr- variole, | 
VacCine 
NN C fric 
N C Picerrrar-, Poliowvirus, 
Carrie hépatite À 
E C Toga- rubhéole 
| H Carre 
Ë H Rheacllies File rage, 
| Paramvxe- orcillons, 
rougeole 
E | H Cros grippe 
| 
E | H Brice, 
| Aréra- 
N | C KReo-, Hirra- réovinus 
E | H Rétrar- VIH 


| 
L 


SE : simple brin : O6: doubis brin : 1569 : non-segmenté ! 8EQ : SSQTENÉ or : ccuare : N°: non-ameicopé ; E : enveogpé : G : cubique : H : héicoidaie : 
AFIN — AM us 8 APM mpüquent une pnase ADM ons leur cycle de régcation. 


1.4.1.4. Nucléocapside icosaédrique nue 

Les Picernaviridae sont de petits virus à symé- 
trie cubique (diamètre moyen : 28 nm) non enve- 
loppés, contenant de l'ARN et résistants à l'éther. 
Le chlorure de magnésium les stabilise et les rend 
plus thermorésistants. 

Le groupe des Picornaviridae comprend : 

- les poliovirus, responsables de la poliomyé- 
lite paralytique ; 

- les virus Coxsackre, à l'origine de syndromes 
plus ou moins sévères, responsable de méningites 


lymphocytaires et de syndromes digestifs et res- 
piratoires banals : 

— les rhinovirus, isolés des sécrétions rhino- 
pharyngées et provoquant Le rhume de cerveau ; 

— les Reoviridae, importants sur le plan taxi- 
nomique mais qui le sont moins sur le plan 
médical, provoquant surtout des rhino-pharyn- 
gites, des pneumopathies, des gastro-entérites 
{rotavirus) et des éruptions cutanées, exception 
nellement des méningites. À signaler leur ARN 
bicaténaire. 
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1.4.2. Virus à ADN 


1.421, Nucléocapside hélicoïdale 
enveloppée 


Les Poxviridae sont de gras virus (300 nm de 
long) de forme parallélépipédique (200 x 300 * 
100 nm) présentant une structure complexe : un 
corps central avant la forme d'un disque bicon- 
cave contient un triple élément constitué de 
nucléoprotéines ; de chaque côté de ce disque se 
situent deux masses latérales: l'ensemble est 
entouré d'une double membrane. 

Le groupe comprend les virus de la variole, de la 
vaccine (fig. VIE 3) et du cow-pex. 


1.422. Nucléocapside icosaédrique 
envelonpée 


* Les Herpes viridae (fix, VII. 4).1ls se présen- 
tent sous forme de particules contenant de l'ADN, 
a symétrie cubique, entourées d'une enveloppe. 
Le virion nu à un diamètre de 100 nm. Il possède 
162 capsomères., Le groupe comprend 4 virus 
importants en pathologie humaine : 

— Les virus de l'herpès humain comportant 
types (1 et 2}; 

= le virus de la varicelle et du zona ; 

- le virus de la maladie des inclusions cytomé- 
galique ; 

— le virus d'Epstein-Barr qui est responsable de 
la mononucléose infectieuse, du lymphome de 
Burkit et de cancers du nasopharynx. 

- Les virus des hépatites, On distingue l'hépa- 
tite infectieuse dite A, transmise d'homme à 
homme et prenant fréquemment une allure épidé- 
mique {son agent un hépatovirus de la famille des 
Ficornaviridae), l'hépatite sénique dite B, trans- 
mise principalement par le sang ou ses dérivés, Le 
virus de l'hépatite B se présenté sous trois formes : 
des sphères de 20 nm de diamètre, des tubules attei- 
gnant 250 nm de long et des particules décrites par 
Dane, considérées comme les formes infectieuses 
complètes. C’est un virus à ADN enveéloppé de la 
famille des Henadnaviridas comportant un génome 
ayant des portions d'ADN double et simple brins. 
L'agent de l'hépatite € est un Flaviviridue (à 
ARN). Comme on le voit, les hépatites ont pour ori- 
aine des agents infectieux très variés, 
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Figure VILS - Coupe d'un virion du virus de le vaccine 

dans le cytoplasme d'une cellule infectée. 

Noter Le système complexe d'envelonpes périphériques du 

vinon. ét là forme biconçcave de son corps central. G = 60 000 x, 

{Ciché : À. Kim, Strasbourg). 
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1.423, Nucléocapside icosaédrique nue 


Les Papovaviridae, de 45 à 55 nm de diamètre, 
comportent 72 capsomères. Les principaux repré- 
sentants de ce groupe possèdent un pouvoir onco- 
gène. Le virus du polyome se manifesté dans des 
conditions expérimentales précises vis-ä-vis 
d'animaux de laboratoire comme les souriceaux, 
les hamsters et les rats inoculés dans les premiers 
jours de leur existence, Le virus du papillome de 
Shope est responsable de papillomes cutanés, 
c'est-à-dire de tumeurs bémignes apparaissant 
chez le lapin sauvage d'Amérique, Le virus SV 40 
fait également partie de ce groupe. 

Les Adenoviridae (fig. VIHLS5) à symétrie cubi- 
que, contenant de l'ADN, ont une taille moyenne 
de 60 à 85 nm, [ls n'ont pas d'enveloppe péricap- 
sidale et sont constitués par 252 capsomères, 
Appelés autrefois virus APC (adéno-pharyngo- 





x 90 CO, 
(INSERM, Institut Pastour de Lie, Or G. Torpierl. 


conjonctivaux). ils sont responsables de conjonc- 
tivites, de pharyngo-conjonctivites et, plus rare- 
ment, d'infections respiratoires traduisant leur 
affinité pour le tissu lymphoïde. Expérimentale- 
ment, ils induisent pour la plupart la formation de 
tumeurs chez les rongeurs. 





Figure VIILS - Adénovirus 5. x 200 000. 
INSERM, Institut Pasteur de Lite, Dr G. Tarprer). 


1.4.3. Virus non classés 


Certains virus des hépatites non À non B et le 
virus de Norwalk (cause de diarrhées) sont quel- 
qués-uns dés virus qui n'ont pas éncore élé clas- 
sés. L'agent de l'encéphalite spongiforme (mala- 
die de Creutzfeldt-Jakob}, appelé pnon, semble 
difficile à classer dans les virus. 


2, Interactions virus-cellules 


2.1. Virus et cellules animales 


Du fait de leur parasitisme absolu, les virus ne 
peuvent se multiplier qu'au sein mème des cellu- 
les vivantes, par réplication de leur acide nucléi- 
que. C'est en fait l'interaction du génome viral et 
de la cellule qui aboutit à la production de nou- 
veaux virions (fig. VI.6 

Cependant, l'infection d'une cellule par un 
virus ne conduit pas obligatoirement à la multi- 
plication de ce dernier mais, parfois, à des formes 
de résistance ou de masquage (par exemple 
provirus). 


2.1.1. Interactions virus-cellules 


2.1.1.1. Permissivité 


La cellule permissive permet le déroulement 
intégral du programme de réplication du virus. 
Cette propriété est essentiellement fonction du 
génotype de la cellule et de son état de différen- 
ciation. Une cellule non permissive, tout en per- 
mettant l'expression de quelques gènes viraux, ne 
permet pas le déroulement d'un cycle de multipli- 
cation (l'infection est abortive)., Une cellule est 
résistante si elle ne peut être infectée (en général 
par absence de récepteur pour le virus}. 
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La pénétration d'un virion où d'une molécule 
d'acide nucléique viral dans la cellule conduit à la 
formation ét à la libération de nouveaux virions. 
Dans la plupart des cas, la cellule infectée est 
lysée, c'estle cyclelytique. Dans d'autres cas (par 
exemple rétrovirus), il y a multiplication sans mort 
cellulaire, c'est le cycle végétatif ou productif. 
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Dans certaines circonstances, l'infection d'une 
cellule par un virus n'aboutit pas à la production dé 
nouveaux virons : le cycle est abortif. La cellule 
né permet pas lé développement complet du cycle 
de multiplication : elle est dite non permissive (par 
exemple adénovirus sur cellules de singe). 


re, !, ï sf FEMELLE le dt rl Or 

Avec d'autres virus, l'interaction conduit à uné 
liaison intégrative et stable du matériel génétique 
viral à celui de la cellule. Dans ce cas, le virus per- 
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sistera dans la cellule et sera transmis à toute sa 
descendance. Cette persistance peul $e faire sous 
deux formes : soit sous forme intégrée par liaisons 
covalentes au génome cellulaire (provirus}, sont 
sous forme de plasmide libre. 

L'intégration peut assurer l'expression perma- 
nénte de certaines parties des gènes viraux, La 
transformation maligne, chez l'animal, ou la 
conversion lysogénique, chez la bactérie, en sont 
des exemples particulièrement connus. 





e,1.1.8, ilectron persistante 


Les tissus ammaux sont fréquemment contami- 
nés par des virus, comme le montrent les cultures 
cellulaires. {ls n'en sont pas pour autant altérés. 
Dans Les infections chroniques, toutes les cellules 
infectées par un virus non cytocide reproduisent 
patois le virus en grandé quantité sans subir dé 
dommage : dans l'état de porteur, une faible pro- 
portion seulement des cellules est contaminée. 


2,1.2. Interactions entre virus 


On qualifie de défectif le virus qui a perdu l'une 
des fonctions nécessaires à sa réplication ou à sa 
persistance sous forme de provirus. Four se per- 
pétuer dans une cellule, le virus défectif utilise le 
matériel génétique d'un autre virus, appelé virus 
assistant. 

L'infection simultanée d'une cellule par deux 
virus peut aboutir à plusieurs sortes d'interactions 
entre les deux génomes et la cellule considérée. 
Dans une telle situation, la multiplication d'un des 
virus peut être inhibée (interférence) ou stimulée 
(facilitation). Des échanges de matériel génétique 
peuvent donner naissance à des recombinants et à 
des mélanges phénotypiques. 

Dans le cas des virus animaux, l'intérférence est 
un état de résistance antivirale que confère à une 
cellule son infection préalable par un premier 
virus. Cette résistance peut être due à l'inhibition 
de l'adsorpuion du virus sur la membrane ou à un 
défaut d'expression génétique, ou encore à la pro- 
duction d'une protéine cellulaire (interféron). Plu- 
tôt rares chez les virus des animaux, les phénomé- 
nes de stimulation ou facilitation sont très 
fréquents chez les virus des plantes, Le principal 
rôle du virus facilitant serait, en toute hypothèse, 
d'inhiber la production d'interféron par la cellule 
en réponse à linlecuon par le virus d'épreuve 
(Paramyroviridae 


9.9, Cycle de multiplication 


Quels que sotent les types de virus, leur cycle de 
muluphcation dans la cellule pérmissive com- 
prend plusieurs étapes communes : 

— üné phase d'adsorption par interaction d'un 
récepteur cellulaire (antigène HLA, antigène de 
groupe sanguin), de structure souvent mal connue, 
avec des protéines de surface des virions. Cette 
première étape est constante et obligatoire au cours 
de l'interaction virus-cellule (#2 VAL 71 Elle est 
suivie dé la pénétranon, dans la cellulé hôte, par 
endocylose (le vinon se retrouve alors dans une 
vacuolé intracellulaire) où par fusion de l'enve- 
loppe virale avec la membrane cellulaire. Le 
génome viral est ensuite libéré par décapsidation : 


- une phase d'éclipse correspondant à la svn- 
thèse des constituants viraux couplée à ou suivie 
de la réplication de l'acide nucléique viral : 

- une phase de maturation correspondant à 
l'assemblage des unités de structure, à l'encapsi- 
dation de l'acide nucléique viral et à Hhération dés 
virions reconstitués. 

Si la prémière étape est sensiblement 1déntique 
pour lous les virus et dans toutes les interactions 
virus-cellule, les deuxième et troisième phases 
hférent profondément selon qu'il s'agit de virus 
à ARN où à ADN. 


2.2.1. Virus à ARN 


2.8.1.1, Le modéle poiovirus (virus 4 ARN"} 


L'adsorption résulte d'une complémentarité 
spécifique entre certains constituants de surface 
du virus et des sites membranaires de la cellule. 
Ces récepteurs celulures sont de nature glycopro. 
téique et n'existent que chez l'homme et certains 
singes. Le vinon pénètre par pnocytose et subit un 
vérilable déshabillage alors qu'il est encore atta- 
ché à la membrane de la cellule hôte, 11 perd en 
particulier la protéine capsidale V4, PRE il 
s'adsorberuit au récepteur cellulaire FH 

Cette décapsidation libère la molécule d ARN 
sous une formé infectieuse, capable de se multi- 
plier dans toutes les cellules dès lors qu'on l'y fait 
pénétrer, Cette phase dure environ 30 minutes. 

Au cours de la phase d'éclipse, la cellule hôte né contient 
pas de particules infectieuses. Elle est be siège, durant ? à 
3 heures, d'une abondante synthèse de constituants viraux, 
alors que ses propres svmihèses sont stoppécs, L'ARN du 
poliovinus qui est un ARN messager ou de tvpe positif, aura 
successivement deux fonctions : 

comme messager, ils'assacie aux mbosomes cellularrés ét 
transenit son méonmation pour la svnthése de protéines virabes : 
une réphcase ou ARS polymérase assure la duphisanon de 
ARR viral : une protéine inbibitrice bloguant la synthèse des 
ABN et des protéines de l'hôte ; enfin des protéines capsidales : 
= Comme Matrice (type positif grâce à la réplicase formée 
dans un premier temps, il donne naissance à une chaîne come 
nlémentaire de tepe — L'association dés deux constitue la 
orme réplicative (ER, À partir du type négatif, des chaines 
positives son succTssivement copiées dont leoseroble repré. 
sente l'intermédiaire de réplication (TRY Seules les chaînes 
AËN de tvpe positif, svmhétisées en nombre beaucoup plus 
élevé que les chaines de type méganf. sont infectieuses ct uti- 


lisées pour la phase suivante, 
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Figure VIILT - Les différents modes de pénétration des virus animaux dans les cellules eucaryotes. 

A: virus non énvélopoé, l'acide nuclésque pénètre seul dans le cytonlasme : E : virus anvéelopoé après attachement à dés récecteurs 
membranaires, c'est l'ensemble de l8 nucléocapside qui rentre dans le cioplasme : C : dirus complexe : le virus est endocyié (vire 
perle) après attachement à la membrane, la vésicuile libère ensuite la nuciéocapaide dans le cytoplasme, 
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Figure VIl.10 - Différents stades de la réplication d'un adénovirus. 


ADN de la chaîne d'ARN pour former un hybride 
ADN-ARN qui est alors utilisé par 1 même 
enzyme pour fabriquer une double hélice d'ADN : 
cette copie ADN de l'ARN génomique s'intègre 
alors dans un chromosome de la cellule hôte. 
L'intégration est facilitée par une enzyme de 
récombinason spéciliique codée par le virus, qui 
reconnait une séquence d'ADN viral particulière 
et catalyse l'insertion de VADN viral dans prati- 
quement tous les sites d'un chromosome de la cel- 
lule hôte. Puis vient la transeniption de l'ADN 
viral intégré par l'ARN polymérase de la cellule 
hôte, engendrant un grand nombre de molécules 


d'ARN viral identiques au génome infectieux 
d'onginé. Enfin, ces molécules d'ARN sont tra- 
duites afin de produire les protéines de la capside 
et de l'enveloppe ainsi que la transcriptase inverse 
qui sont assemblées avec une molécule d'ARN 
dans de nouvelles particules virales enveloppées 
qui bourgeonnent à la surface de la membrane 
plasmique. 


2.2.4, Transformation tumorale 


Ce nombreux virus peuvent passer à l'état de provirus dans 
les cellules qu'ils infectent [ls se transmettent verticalement 
de cellule mère à cellules filles, Des gènes du provinus con- 
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Figure WlL11 - Cycle de réplication d'un rétrovinus. 


tunusent che S SXPIIMET et leur activité colère alors à la cellule 
des propriétés structurales, antigéniques et physiologiques 
nouvelles : c'est la transfonmation. La transposithon de ve 
de ces cellules transtommées produit fréquemment le dévelap- 
perent d'une tumeur éoncogenése virale]. 

Près d'un quant dés vins répertoriés chés Les animaux cent 
un polentiel oncogène, qu'ils sent à AEN où à ADN, En 
règle générale, Les vorus à ARN transformant continuent à sé 
ilupglhér dans La cellule éanefonnée, alors que céux à ADN 
ni S0nE capables. 

Pour Les virus ONCOPÈTES à AR, l'infection d'une cellule 
pecmissive induit souvent simultanément une libération de 
virus par bourgecnnement à la surface cellulaire et une modi 
fication génétique définitive qui rend la cellule infectée can 
céreuse en provoquant la synthèse de nouvelles pronéines qui 
modifient le contrôle de la prolifération de la cetluls hôte. Les 
pènes qui codent pour de telles protéines sont appelés onco- 
BÈNES. 

Les cellules ranstormées peuvent se mdtiglier en milica 
cébsé ci cn présence d'un fable pourcentage de sérum ; elles 
perdent simultanément leur pouvénr &e réeulatron dé La crns- 
saté Gohibition de contacté Toutefois, pour la plupart d'entre 
elles, cs nouvelles propriiés disparaissent rapidémént : on 
dut que La transtormation cst aborive. Four les auines, cette 
tanstormaton reste stable, Elle entraine alors une modifie 
Bon morphologique (arrondissement des cellules}, physobo- 
pique (CFOISSance en milieu gode. perte de [3 dépendance 
d'ancrage. antigénique (expression d'antigènes fotaux, 
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mel ation d'anngénes de surlacEl, bichimique (dispari- 
tion de structure de surface, agelutinabilité par des lectines, 
csparrton de ba hbronectnet: a cellule est immontalisée et, 
urodnte chez l'animal, elle provoque be développement 
d'une tumeur, 


9.3. Virus et bactéries : 
les bactériophages 


2.3.1. Phénomène de bactériophagie 


L'existence de ce phénomène a été révélée en 
[S1S par Twort qui décrivit la transformation 
vitreuse de certaines colomes de micrcoques. La 
maladie pouvait être transmise par simple contact 
de colonie à colonie. Presque simultanément, en 
1917, d'Herelle, à l'Institut Pasteur de Pans, 
découvre dans les selles de convalescents de 
dysenterie un agent infectieux de même type, 
capable de détruire spécifiquement des cultures de 
SA, dysenieriae, L'agent responsable de celte lysé 
transmissible est appelé bactériophage., Les bac- 
tériophages sont les virus des bactéries. 


2.3.1.1. En milieu liquide 


À une culture en milieu liquide de bactéries, par exemple 
d'E, coli en phase de croissance, ajoutons une suspension de 
bactériophages actifs sur E. coft, Un certain nombre de cel 
lules sont infectées par le phage et sont lysées en l'espace 
de 20 à 40 minutes en moyenne. Les phages qui sont libérés à 
la suite dé ce premier cycle de multiplication sont capables 
d'intecter d'autres cellules et de les détroire à leur tour, Ainsi, 
en l'espace de quelques heures, la tmtalité ou & majorité des 
bactéries sont lvsées et l'on noté un net éclaircissement de la 
culture par rapport à un témoin non infecté. Cet éclaircisse- 
ment est la manifestanon visible du phénomène de lvse. 


2.4.1.2. Sur milieu solide 


Sur un milieu gélosé (. VAE 121 on étalée avec soin la 
mème culture jeune d'E. coli de façon à obtenir une nappe 
homogène, À un endroit précis, par exemple au centre, on 
dépose une goutte d'une suspension de bacténiophages actifs 
puis on inçube à la température optimale de multiplication de 
la bactérie, soit 47 °C. Au bout de 5 à 6 heures, on observe une 
culture confluente sur Le milieu ét, au centre, une zone circu- 
laire appelée plage de byse, vierge de germes, aux contours 
nets, distincte du Film bactéren qui l'éncercle : elle résulte de 
la multiplication des bactérophages et de la destruction totale 
des cellules microbaiennes fn sir, 


Lu 1 lsolement et dénombrement 


Cette zone de lyse totabe est déterminée par un très grand 
nombre de corpuscules bactérnophagiques présents initiale- 
ment, Îl est très facile de connaître ce nombre. Pour cela, on 
Stable à la surface d'une plaque de gélosc, cnsemencée comme 
précédemment, une dilution convenable de la suspension 
bactériophagique, Après incubation, on observe à la surface 
du milieu un tapis trouble parsemé de 2ones claires où plages 
ie, VA TI Chaque plage correspond à un corpuscule bac- 
énophagique qui, en inféctant bés bacténes ét en se multi 
pliunt à leurs dépens, dévron ocilement be film superficiel. En 
sornmé, une plage provient d'un seul corpuscule plagique de 
la mème façon qu'une colonie bacténenne eat produite pur 
une bactérie. [est ainsi possible d'isoler les bacténophages et 
de les dénombrer, donc d'étudier leur multiplication. 


2.3.2. Structure des bactériophages 


Les phages présentent une architecture analo- 
gue aux virus: ils sont constitués d'unités de 
structure protéiques entourant et protégeant un 
acide nucléique : l'ensemble constitue la capside. 
Le phage possède toutes les propriétés des virus, 
en particulier le pouvoir infectieux. On distingue 
des phages à ADN et des phages à ARN. On en 
dénombre actuellement plusieurs milliers. 





Figure VUL12-Fhénoménée de bactérnophagie sur 
milieux solides. 

a : plages sur uné nappe bactérienne d'E cod ; 

b : colonies bactériennes de 5 paratyohi B, < parssitées » par 
un bactérioghage. 


2.3.2.1. Bactenophages a ADN 

Les plus connus sont les phages de la série T, 
actifs sur E. coli, [ls comprennent 7 types diffé- 
rents (de T, à T,)que l'on classe en deux groupes : 
les T pairs (Ts, T,, T,), dont l'ADN contient de 
l° hydrométhyleytosine au lieu de lacytosine, et les 
Timpairs (T,, T3, T4, T3). La structure de l'ADN 
est celle d'une dub hélice ouverte. 

Le phage À (E coli k 5) contient aussi une 
double hélice d'ADN stabilisée par les apparie- 
ments classiques A-T,C-Gentre les deux chaines. 
Cette double hélice est également ouverte et 
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2.3.3. Infection lytique et 
bactériophages virulents - 
Cycle de multiplication 


L'infection de la bactérie hôte par un bactério- 
phage présente deux aspects (fig. VIE 14): 

- le bactériophage se reproduit aux dépens de la 
bactérie ét la détruit, c'est l'infection lytique. Les 
bactériophages qui lysent ainsi toutes les bactènes 
qu'ils infectent sont appelés des bactériophages 
virulents : 

— l'acide nucléique injecté par le phage, au lieu 
de se répliquer d'une façon autonome comme pré- 
cédemment, s'intègre au chromosome bactérien. 
Il se comporte comme un gène bactérien et se 


7 Bactériophage f 
© Matériel génétique du phage 
…——— Chromosome bactérien 





és a Fe Fr EN SL (PE 
ENT PE ME 
L ns 
À 
ee, 
he ee 
Æ (3 = me. Le LE, 
D! f 1) °] im] Ï 
ANS M 
Fr A + 
| UN DEN CCE ï 
| L % [ 
". CE, : 


réplique en parfaite harmonie avec le chromo- 
some, Pour bien marquer ces caractères, on lui 
donne le nom de prophage, Ce type de relation 
entre la cellule hôte et le virus est connu sous le 
nom de Iysogénie. Les bactéries qui portent un 
prophage et le perpétuent dans leur descendance 
sont des bactéries lysagènes, Le phage est appelé 
un bactériophage tempéré. 


2.3.3.1. Phase d'adsorption et de 
pénétration (fg. VIII. 15] 

* Conditions, L'adsorption dépend en premier 
lieu de la concentration relative des bactéries et 
des phages : plus elle est élevée, plus les chances 
de rencontre sont grandes. Pour que les collisions 
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Figure VIll.14 - Infection des bactéries par le bactériophage. 
à. Intection btique : be bactérophage inpecte son acide nucléique qui 2 reoroduit de façon autonome, Cette muiglication conduit à 
la lyse de la cellule et à la Mbération de nouvelles particules phagiques. 
B. Lysogénie : l'acide nucléique du phage s'incompore au chromosome (prophagel et se divise en mème temps que lui. La bactérie 


survit à Pinféction. 
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Figure VIIL15 - Injection de l'ADN viral par le bactériophage T.. 


1. edecrption du phage sur le paroi de le bactérie ; 2, destruction des constituants de la parc par l'encyme du phege : 4 contraction 
de la gaine externe et pénétration du tube inteme : 4. injection de l'ADN dans le cytoplasme de la bactérie. 


soient efficaces, le milieu doit contenir des cofac- 
teurs d'adsorphon dont la nature varie selon Les 
bactériophages. Ce sont des cations tels que le cal- 
cium, le magnésium, et des acides aminés comme 
le tryptophane, etc. 

* Récepteur bactérien. Les conditions les plus 
favorables étant réunies, l'adsorption résulte alors 
de l'existence de structures complémentaires pré- 
senies sur la bactérie et le phage. En effet, un bac- 
tériophage ne se fixe pas sur n'importe quelle bac- 
rie. Cette spécificité, plus ou moins étroite, se 
situe, chez la bactérie, au niveau de la paroi. Les 
phages sont incapables de se fixer sur les sphéro- 
plastes chez lesquels les structures de paroi ont 
presque totalement disparu. Les récepteurs phagi- 
ques sont situés sur la couche lpoprotéique de la 
paroi d'E. coli pour les phages T; et T,. Ils sont 
localisés dans la couche lipopolyhosidique pour 
les phages T;, T, et T.. Une seule bactérie peut 
fixer ainsi de 200 à 300 bactériophages. 


* Fixation. Elle s'effectue par l'intermédiaire 
des fibres caudales et de la plaque terminale, On 
peut s'en rendre compte en mettant en présence 
des débris de phage et des bactéries : seules les 
queues ou les fibres caudales se fixent ; les têtes ou 
l'ADN en sont incapables. La fixation, réversible 
à son début, devient rapidement irréversible par 
suite de la modification des structures bacténien- 
nés el phagiques en contact. 

Une enzyme (lysozyme) située dans la queue du 
phage entre ensuite en action : elle dépolymérise 
le mucocomplexe de la paroi bactérienne en cou- 
pant les liaisons glycosidiques. Les destructions 


df 


locales diminuent la rigidité et la résistance de la 
parc. 

- Injection de l'ADN. La contraction de la 
gaine externe est alors déclenchée, sans doute sous 
l'effet des produits libérés par l'hydrolyse du 
mucopolysacchande de la paroi. Le tube interne 
de la queue traverse la zone de moindre résistance, 
perce la membrane, livrant ainsi passage au fila- 
ment d'ADN. Celui-c1 pénètre dans le cytoplasme 
tandis que les enveloppes phagiques vides (fantô- 
mes) restent à l'extérieur, 

Une expérience simple (Hershey et Chase, 1952) a permis 
de mettre en évidence ce mécanisme. Les constituants d'une 
suspension de phages sont marqués à l'aide d'éléments 
radioactifs : ADN par du VPetles préines par du H$, Les 
phages sont mis ensuite au contact de bacténes sensibles 
qu'ils infectent, $i l'on sépare brusquement les phages et Les 
bactéries, on constate que toute la radiosctivité de l'ADN 
viral est contenue dans Les bactéries, tandis que celles des pro- 
téines marquées restent à l'extérieur. 


2,3.3.2. Phase d'éclipse 

Le virion, après avoir injecté son ADN, cesse 
d'exister en tant que particule infectieuse indépen- 
dante. D'importants événements se succèdent au 
cours d'une phase dite d'éclipse d'une durée de 
12 minutes, Cette étape est caractérisée par de 
nombreuses synthèses dé nature phagique 
(fig. VIIL T6) mais également par l'absence de 
virions. La cellule bactérienne, ouverte à l'aide de 
lysozyme par exemple, ne libère aucune particule 
infectieuse. 

+ Destruction du chromosome bactérien. Dès 
l'infection, la croissance bactérienne est stoppée 
ainsi que la synthèse de l'ADN bactérien. Le chro- 
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Figure WIII.16- Synthèse des constituants viraux au 
cours de la phase d'éclipes. 

= Efminute : apparition dé l'ADN phagique : 

— minute : apparition des protéines phagiques ; 

_ 128 minute : apparition des prémisrs virions : 

- 258 minute : libération des viions lenviron 1504, 


mosome bacténen ést détruit par uné désoxyriboe 
nucléase qui apparaît 2 à 3 nunutes après l'infec- 
tion. De ce fait, l'information génétique de la 
bactérie portée par cet AD disparaît : c'est l'arrêt 
total de toutes les synthèses bactériennes. Les 
autres structures cellulaires restent pourtant mtac- 
tes et fonctionnelles : elles vont servir aux synthé- 
ses bactériophagiques. 

* Synthèse de constituants précoces. Le pre- 
muer élément synthétisé est un ARN messager de 
type phagique. [Il est facile de s'en rendre compte 
Car 1 content de l'hydroxyméthyleytosime 
(HMC} au lieu de la cytosine. En même temps, les 
protéines nouvélles ou précoces apparaissent (au 
moins 14). Ce sont des enzymes nécessaires à la 
réplication de l'ADN viral : polymérases, kinases, 
etc. Leur synthèse se poursuit durant environ 
[5 minutes. 

+ Synthèse de l'ADN. L'ADN viral est mis en 
évidence dans la bactérie & minutes environ après le 
début de l'infecuon. Connaissant la quantité 
d'HMC contenue dans un virion et celle contenue 
dans une bactérie infectée, on peut déduire le nom- 
bre d'équivalents-phages que renferme une cellule 
en établissant lé rapport dé ces deux quantités, Ce 
nombre croit linéairement jusqu'à la 25° minute, 
moment de la ibération des nouveaux vinions, La 


synthèse de leur ADN est dirigée par ADN pha- 
gique injecté au cours de la première phase. Ellé 
<'effectue aux dépens dés débris de l'ADN bacté- 
nén ét également grâce aux métabolités présents 
dans le milieu. 

* Synthèse des protéines. Les protéines de 
structure (tête et queue) apparaissent 9 minutes 
environ après l'infection. La quantité de protéines, 
calculée comme précédemment en équivalents- 
phages, croit parallèlement à celle de l'ADN. La 
synthèse de ces protéines ést drigéé par PADN 
phagique et les ARN messagers correspondants. 
Elle fait appel aux acides aminés présents dans là 
bactérie ét le milieu dé culture, Elle s'efféctué au 
niveau des nhosomeés de la bactérie. Ainsi, la bac- 
térie continue son travail de synthèse et de dégra- 
dation mas c'est l'ADN phagique, et non l'ADN 
bactérien, qui préside aux nouvelles destinées de 
la cellule infectée, Une nouvelle information 
cénétique, Celle du bacténophage, règle l'activité 
cellulaire : toutes Les substances élaborées sont, 
dés lors, de nature phagique. Les constituants spé- 
cifiques du phage, une fois synthétisés, s'accumu- 
lent séparément sans réconstituér dé nouvelles 
particules infectieuses. 


2,.de,. Phase de maturation ot de Hoératlon 


+ Maturation. Ce n'est que vers la 12° minute 
qu'apparaissent les premiers vinons, Leur nombre 
augmente ensuite hnéarement jusqu'à la phase de 
libération (fig. VAL 16). À la douzième minute, 
uné certaine quantité d'ADN est déjà synthétisée 
qui correspond à 50 ou 60 équivalents-phages. 
Elle s'est accumulée et forme ce qu'il est convenu 
d'appeler un fonds commun. À parur de la 
12 minute, pour chaque molécule d'ADN syn- 
théusée et apportée dans le fonds commun, une 
molécule d'ADN de ce fonds commun est imcor- 
porée pour la maturation d'un virion. Le plafond 
de 51) à OÙ équivalents-phages reste donc constant 
et lés déux courbes d'évolution dé l'ADN total el 
de l'ADN incorporé dans les virions suivent un 
tracé néoureusément parallèle. 

Le mécanisme de cette maturation est peu connu 
dans son détail. L'ADX se condense puis 
<'entoure d'unités protéiques reconstituant la tête 
du phage. Les éléments de la queue s'associent 
ensuite, De nouveaux virions sont ainsi formés, fl 
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phage, enfin et surtout à l'avènement des sulfumides et des 
anübiotiques beaucoup plus actifs dans le irutement des 
maladies infectieuses, 


2.3.5.2 Dagnostic 


Le diagnostic direct d'une maladie infecticusé, chez 
l'homme, cu la mise en évidence d'une bactérie dans une 
substance alimentaire mettent en œuvre dés techniques d'iso- 
lerment pans d'identification du germe responsable, techni- 
ques qui Cont appel à des cntères d'ordre morphologique, bro- 
chimique et Sérolkemique. Il est écalement possible de 
démontrer la présence d'un micre-organisme dans un melress 
en avant recours aux bactérioghages. 


2.3.5.2.1. Aecherche racte 


Les hacténophages accompagnent toujours les bacténes 
dans les milieux où elles végétent. Ils peuvent dre mis en évi- 
dence directement et témoigner alors de la présence des huc- 
éries correspondantes. C'est ainsi que dés bacténophages 
spécifiques de l'antigène Vi (récepteur phagiquer isolés 
d'une cat, montrent que cette eau a été ou est probablement 
contaminés par 5 coté pourvu de cet antigéne, La présence 
des bactériophages actifs sur le groupe des Énrérainrcteréa- 
céae Et en particulier sur E, calé (phages polyvalents) prou- 
vera que l'échantillon souris à l'analyse contient des coliba- 
iles, indice d'une pollution organique. 


2.3.5... Hechérche indirecte 


Une seconde méthode dé diagnosué fait aussi appel aux 
bactérnephages. Elle repose sûr l'augmentation du tire des 
bacténophages spécihiques introduits expéoimentilement 
dans un milieu, lorsqu'il contient bes bactéries corresponcdan- 
ts. Ainsi, dans one cau susceptible de renfermer $ pin, on 
peut ajouter des bactérioghages spécifiques de l'espèce à un 
titre donné et rechercher ensuite si ce titre reste égal à Iui- 
be Chi, AU Contraste, augroenté, L'accronssement se produit 
uniquement dans Le cas où l'échantillon ss contaminé par le 
bacille tphique. Ce prinage peur étre appliqué à la recherche 
des enlérobaciéries pathogènes dans toute substance organi- 
que contaminés : selles, urines, sang, lait, conserves, etc. 
C'est la réaction d'augmentation du titre bacténiephagrque. 

Les méthodes de diagnostic fuisant appel aux bacténogha- 
ges ont lois qualités principales : elles sont simples, rapides 
et économiques. Elles se prétemt pariculirement & la réali- 
salion de vastes enquêtes émdémiolosiques dans une conirés 
où un pays donné, Malheureusement, leur spécificité n'est 
pis loujours rgcureuse et, en raison de ce fait, ne semble 
pas qu'elles puissent jamais remplacer les téchoiques Hacté- 
ndogiques usuelles. 


225.23 lognthication 


Un bacténophage, lorsqu'il est spécifique d'une epèce bac 
ténienne, peu tre aulisé à des Gns d'éknbficasion, Cela permet 
de différencier des espèces très proches par leurs caractères phry- 
solgiques. ['existe, par exemple, des becténophages spécife 
ques de F pes capables de lvser toutes les souches de cette 


espèce quelle que soit leur provenance qui sont mactifs our les 
autres Ferre, De mème, Le diagnostic différentiel entre 
Ve convac et V. convea El Tor repose, en partie, sur l'utilisation 
de préparations phagiques :  choléra-phage D de Mukegee 
est actif sur a première espèce et non sur la seconde : les cho 
kéra-phages 1 et 2 de Nicolie et Gallut ont une action inverse. 


2.3.5.3. Études épidémiologiques : lvsotypie 


Lataxonomie classe les bactéries, on l'a vu, en Familles, en 
tribus puis én genres et en éspècés. Les souches qui compo 
sent l'espéce sont rarement homogènes. tant du point dé vue 
physiologique qu'antigénique (voir chap. 11). 

Lorsqu'il s'agit d'espèces pathogènes responsables d'épi- 
démies, comme $ rfi el E coli, de gastro-entérites infan- 
Ules ou encoré du vibnon cholérique, l'étude de la filiation 
des vus exige souvent dés rénséignéments très précis sur les 
germes. Les caractères biochimiques ét antigéniques sont ici 
insuffisants. D'autres procédés permettent «d'affiner s 
l'identification dans on but émdémiologique beaucoup plus 
qu'à des fins systématiques, Ce sont, par exemple, la lvscty- 
pie. la recherche de la production de bactérocines, celle dés 
facteurs dé résrtunce aux antimotques (RP. La première de 
ces méthodes, la eotypie, qui met en œurere lactiondes bec 
ériophages sur les hacièriss, sera ramdement décrite. 

Lorsque l'on met en contact un bacténophageé déniné et plu- 
sieurs souches d'une mème espèce, les unes, très sensibles, 
sont totalement lrsées, d'autres le sont partiellement, d'autres 
enfin sont résistantes, Gce à un seul bactérophaige, on peut 
donc définir trois culégones de souches dans l'espèce, En uti- 
lisant plusieurs phages, le nombre de catégones s'élève 
davantage. Chaque catégorie ainsi créée est un lysotype : elle 
comprend toutes les culturés donnant la méme réaction vis-à- 
vis des préparations phagiques utilisées. 

La valeur de cette nouvelle classification dépend, d'une 
pan, de la qualité des préparations phagiques sélectionnées et 
de leur bonne conservation, d'autre part, de la stabilité des 
leotyvpes aussi mien dr vitre qu'ée vive, ce qui est générale- 
net constaté, Aussi, la lrsotvpie estelle réservée à des cen- 
tres spécialisé pourvus d'un personnel entrainé et disposant 
d'une collection de bacténophages conslamment éniretenue 
eu vérifiée. [en existe, en principe, un par pays : en France, 
c'est le Service des bactériophages de l'Institut Pasteur de 
Paris qui est reconnu comme centre naltonal de lrsotypie. 

Les méthodes de lysotype sont ondispensailes cn 
épidémiologie : elles fourmissent en efler des rétséignemients 
du plus haut intérét. Sur le plan régional, elles permetient, au 
cours d'une enquête, d'établir les relations de cause à effet, 
c'est-à-dire la Gliation des ças: Fongine d'une hèvre 
typhotde survenant dans une contrée sera la même pour tous 
ls malades 1 l'on Gole chez eux le même tescmype de 
à. toii | sinon elle scra différente. Une enquéte émdénmiolo- 
gique sérieuse et complète exige donc la recherche des mpes 
bhactériophagiques chez tous les individus contaminés, 

Sur Le plan mondial, la lsmtypie sera une source d'infor 
mations iéreseuttes, pormeétiont de connaitre La distribution 
des lésotypes durs chaque pays et chaque continent, de même 
que leur évolution dans le temps. 


3. Interactions virus-organisme 


3.1. Transmission des virus 


Il Faut distinguer la transmission des virus par 
contact, où transmission horizontale, et la trans- 
mission héréditaire, ou transmission verticale : 

— dans la transmission verticale, l'infection de 
la hgnéée géerminale de l'hôte perpétue les gènes 
viraux dans la descendance. Cette situation 
s'observe avec les rétrovirus ; 

= la transmission horizontale se Fait, le plus 
communément, par contact direct digestif (eau ou 
aliments contaminés) ou aérien (aérosols de gout- 
telettes de sécrétion}, On connaît toutefois deux 
cas particuliers de transmission horizontale : 

- la transmission transplacentaire, de la 
mère au fœtus, qui peut être responsable d'embryo- 
pathies ou de fœtopathies entraînant de graves 
anomalies congénitales où la mort fœtale alors que 
l'affechon est bénigne chez mére (virus de la 
rubéole, virus des inclusions cytomégaliques, her- 
pès virus}. 

- la transmission par vecteurs, lé plus sou- 
vent moustiques où tiques, concernant notamment 
les arbovirus responsables d'afféctions comme la 
fièvre jaune, la dengue ou les encéphalites estivales. 


3.9, Pathogénie 


Les différentes interactions virus-cellules con- 
duisent à la mort cellulaire ou à sa transformation 
ou encore à la production continue de virus. Elles 
engendrent dans l'organisme animal trois mani- 
festations pathologiques : les maladies virales 
aiguës, Les maladies virales persistantes, les 
tumeurs et les leucémies. 


3.2.1. Maladies virales aiguës 


De nombreux virus déterminent chez l'homme 
des maladies aiguës (grippe, poliomvélite, rou- 
ecole, oreillons, fièvre jaune, etc}. 

Le virus pénètre dans l'organisme et se multi- 
plie d'abord localement (dans la muqueuse respi- 


9) 


ratoire par exemple), puis dans les ganglions lym- 
phaliques afférents, De là, 11 passe dans le sang : 
c'est la première virémie, À l'état libre ou asso- 
cié à des éléments figurés (lymphocytes), il sagne 
le système réticulo-endothélial où 1l se multiplie, 
puis passe à nouveau dans le sang, réalisant une 
deuxième phase de virémie. Le virus atteint alors 
les tissus ou organes cibles (par exemple, le tissu 
nerveux pour le virus de la poliomyélite} comme 
on peut le voir sur la figure VILIS. 

La propagation du virus s'effectue en trois sta- 
des successifs. À partir de la porte l'entrée, il dif- 
fuse (trajet) jusqu'à l'organe cible, ce qui permet 
de prévoir, en fonction de la distancé qu sépare les 
deux, la durée de la période d'incubation de la 
maladie : brève (quelques jours) & les deux sont 
confondus (grippe. rhume), longue (de 10 à 
2 jours) a les deux sont éloignés (orelons, rou- 
geole, polomyéhte}, En règlé générale, les voies 
de cheminement des virus sont le sang ou la lym- 
phe, excephon faite du virus de la rage qui se pro- 
page le long des filets nerveux. Les périodes 
d'invasion et d'état correspondent respectivement 
à la lyse cellulaire qui Bbère des substances toxi- 
ques, ou pyrogènes, et aux réactions immunitaires 
de l'hôte. Les réactions antigène-anticomps acti- 


Présence Fénéceunnoen di vins Feria 
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CGOMRCGE Muqgueuse FRE THUES 
pharngée 
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anbérecures dé la moelle 


Figure VIIL18 - Pathogénie de la poliomyélite. 
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cié DT-polio) et de procéder aux rappels au bout 
de L'an, puis tous les 5 ans, au moyen du vaccin 
vivant. 

Les rotavirus transmis par la voué oro-fécale tou- 
chent les nourrissons en période hivernale sous la 
forme d'une gastro-entérite aiguë (diarrhée 
aqueuse par fuite d'eau et vomissément), La gué- 
rison se produit généralement au bout de 4 à 
jours. Dans les services de pédiatrie, les rota- 
virus sont souvent à origine d'infections noco- 
somiales, Les adultes sont rarement touchés par ce 
VITUS. 

L'hépatité épidémique est aussi transmise par 
voie digestive : eau, coquillages contaminés, ete. 


3.3.3. Transmission par contact 


Les virus de l'herpès sont très fragiles, leur 
transmission se fait par contact direct (salive, 
lésions cutanées, rapport sexuel, accouchement, 
transfusion). 

Les Herpes simplex virus sont très fréquents 
chez l'homme. L'herpès oral (sous forme de vési- 
cules aux bords des lèvres} et l'herpès génital 
(avec des vésicules au mvéau du pénis ou du 
vagin} sont Les formes les plus courantes et relati- 
vement bénignes. Des formes plus graves (kératite 
pouvant aboutir à la cécité, atteinte du système 
nerveux central dans les formes néonatales] exis- 
tent. 


3.3.4. Transmission par morsure 
et piqûre 


La rage est une encéphalite aiguë à évolution 
constammént mortelle, Ellé débute par des symp- 
tômes généraux : fièvre, nausées, vomissements, 
maux de tête, Le malade est anxieux : le moindre 
souffle d'air ou la simple vue de l'eau le rend ner- 
veux (aérophobie, hydrophobie} et provoque des 
cnsés convulsives. La déglutition éngéndré des 
spasmes musculaires douloureux. À ce stade, la 
maladie évolue en quelques jours vers la mort. 

L'homme n'est qu'un hôte accidentel. De nom- 
breux animaux sauvages ou domestiques sont des 
réservoirs du virus : chien, loup, renard, chacal, 
chauve-souris vampire ou insectivore. La plupart 
des cas humains sont causés par des morsures de 


chiens mfectés. La maladie est localisée dans cer- 
taines contrées d'Asie, d'Afrique ou d'Amérique. 
Elle s'étend actuellement dans les régions dé Fest 
et du nord-est dé la France par surte de l'extension 
de la rage vulpine. Le premier vaccin fut préparé 
par Pasteur à l'aide d'une souche de virus fixé, 
c'est-à-dire de virulence atténuée, maintenue par 
passage sur Cerveau de lapin, Ce vaccin vivant a 
été remplacé depuis quelques années par un vac- 
cin imactivé par le phénol. On tend à lui substituer 
actuellement des vaccins préparés à partir de cer- 
veaux de souriceaux nouveau-nés (moins allerei- 
sans) ou, mieux encore, à partir de cellules diplot- 
des humaines, qui sont énsuité inactivés. 

La fièvre jaune et les encéphalites animales sont 
transmises par des arthropodes vecteurs, 


3.3.5. Transmission par voie sexuelle 
ou sanguine 


La maladie baptisée syndrome d'immunodéfi- 
cience acquise (SIDA) représenté la prénmuère 
orande pandémie de la seconde moitié du 
XX° siècle, Elle prend à l'heure actuelle une impor- 
tance considérable tant sociale que médicale. 
Décoite pour la premmère fois en 1981, elle à pour 
cause un virus, probablement apparu en Afrique 
centrale vers 1950 chez les singes verts, qui aurait 
été transnus à l'homme puis serait devenu patho- 
géné par mutation. Î s'est énsuilé propagé aux 
Caraibes puis aux États-Unis avant de parvenir en 
Europe et de se répandre dans tous les continents. 
Ce virus, le VIH (virus de l'immunadéficience 
humaine), est un rétrovirus {genre Lentivirus) qui, 
pour se multiplier, transforme l'ARN dont il est 
constitué én ADN qui s'intègre au chromosome de 
la cellule infectée. te cycle de développement étant 
très complexe (voir $ 2,2,3,). 

Il se transmet par voie sexuelle (sperme et sécré- 
tions génitales) et sanguine (transfusion, échange 
de sénmgués) ou encore matemo-fætale. 

Ce sont essentiellement les lymphocytes T CD, 
qui en sont la cible. Ces cellules étant le lieu de la 
réponse et de la régulation immunitaire, ke malade 
se trouve alors, du fait de leur destruction lente 
mais inéluctable, en état de complète déficience et 
offre un terrain propice à toutes les mfections 
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ZI. Quelle est cette action ? Comment appelle-t-on cet 
autre type de phage ? 

LE Représenter sur un même graphe la croissance de la 
bactérie sans phage et celle en présence de ce type de phage 
lorsque l'infection débute en début de phase exponentielhe. 


5. Le bactériophage T, 





6. Bactériophages de lactobacilles 

À partir de lactosérum de fromage, on a isolé des hactério- 
phages de lactobacilles. Le-vinus actifiune longueur totale 
de 212 om et sa structure est représentée sur la figune ci- 
dessous 





LL Compléter ce schéma. 

2 Lecycle de multiplication de ce virus dans les licto- - 
bacilles est similaire au cycle lytique du bacténophage Ts 
chez E coli. Décrin: ce cycle. 


4 L'échantillon de lactosérom a été filtré sur membrane 
pour éliminer les bactéries. Dans deux boîtes contenant un 


E. colf est une bactérie sensible au hactérrophage T; dont 
la structure est représentée sur la figure 8. 

1. Légender ce schéma. 

2 Les courbes de la figure b. représentent les différents 
effets de l'infection d'E. coli par le bactériophage Ts, 
Schématiser les différentes étapes de cette infection. 


Constituante 


phagiques 


ifen minimes) 
Inlisetain 


milieu de culture gélosé, on dépose au centre | goutte de 
culture de 24 heures dé la souche sensible au phage et 
goutte de la dilution de fitrat de lactosérum avec des 
pipettes calibrées délivrant 25 gouttes par millilitre. On 
dtale avec un étaleur stérile. On incube pendant heures À 
Mi °C puis on dénombre les plages de lvsé sur les boîtes : 
= pour la dilution 10r*, les plages de lyse ne peuvent pus 
dire compiées ! 
— pour La dilution 10%, on compte 160 plages de lyse. 
Calculer le nombre de bactéricphages contenus dans 1 mL 
dé filtrat de lactosérum, 


7. Bactérlophage SPO1 de B. subtilis 

Le bactérophige SPOI es un phage virulent pour 
B: subtilis. 

Le Céfiur des termes « hactétiophage » ets bactéries 
ponge virulent », 

2. À l'oide de schémas légendés, étudier les différentes 
étapes de l'infection de #. subrilis par oc bucténophage. 
3 Une suspension def, submilés est mise en présence de 
lysoryme en milieu saccharosé (2 mol-L-l}, Les bactéries 
ne peuvent pas être infectées pur le phage. Pourquoi ? 
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8. Rétrovirus 


1 Cher les rétrovinus, quelle est la nature du génome 
présent dans le virion ? 

Z Présenter les principales étapes de leur cycle de mul- 
tiplication. 


9. Structure et multiplication du virus de la 
rage 


Le virus de la rage appartient à la famille des Rhahdoviri- 
de. C'est un virus enveloppé en forme d'obus, de symétrie 
hélicoidake, à ARN monocaténaire non fragmenté de pola- 
rité négative, Son enveloppe est hérissée de spicules. 


1. Structure, 

1.1: Proposer un schéma annoté de l'architecture d'une 
elle particule virale, 

L2 L'ARN monocaténaire ect un élément de base de la 
particule virale. Préciser le nuture biochimique des autres 
structures de la particule virale. 

Z Cycle de multiplication. 

ZL Citer les différents modes de pénétration possibles 
d'un virus enveloppé dans une cellule cible. 

22, Décrire les différentes étapes de la multiplecation d'un 
el virus. 

23 Décnre bnévement ke mécanime de hbéranon des 
virions matures, 
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1. Compléter par. 

L. Tdentiques, unités de siructure du capsomères, 
Z Cubique. 

A Lesang 

4 Bacténe, l'infection lytique. 
5, Dcéscendance, lysogènes, 

6 Encéphalite, mortelle. 

7. JInfectieux. 

&  Parasiiome, 

D  D'acide nucléique. 

1 Chromosome, bactériophage. 


2. Propositions vraies ou fausses 

1. Faux: c'est la cellule hôte qui fournie l'énergie néces- 
SAire AU VITE. 

L Faux: ils ont la forme d'un icosaëdre. 

4 Vrai 

4, Faux : is sont étroniement spécifiques d'unc espèce pré- 
cise (C'est pour cétieraison que l'on peut faire un lvsotypage). 
5 Nr. 

fé Vrai 

7 Faux : c'est l'ADN d'un phage intégré dans be chromo 
sonne bacténien. 

#& Vrai 

9 Faux : seul le hasurd permet les rencontres. 

I, Vrai. 


3. Bactérlophage tempéré chez E. coli 

1. Un « bactériophage tempéré » est un phage qui, lors de 
l'infection de la bactérie, n'enträine pas obligatoirement un 
cycle lvtique #1 dont l'acide nucléiqué peut s'intéerer dans le 
chromosome bactérien (uoir chap, NII, $ 234 et 23,321. 
2 L'infection se traduit par Lu Ivsogénie, V'ADN du phage 
va s'intégrer dans le chromosome de la bactérie sans produire 
immédiatement uné multiplication du virus et la lysé cellu- 
laire (voir chap, VELL $ 2,3,4, 11. 

4 I fut d'abord une induction (par des UV par exemple) 
qui sera suivie de la hbération de l'ADN phagique du chro- 
mosome, puis un cycle lytiqué analogue à celui d'un phage 
vinlent se développe (voir chap. VIIL 6234327 1333 «1 
23:47, 


4. Action des bactériophages sur les salmonelles 
1.1. L'ADN du phage est mtégré dans le génome bacténen et 
certains de ses gènes sont traduits, d'éû la présence dé nou- 
veaux antigènes à la surface de la bactérie (voir chap, WTIL, 
#.2.3.4.3). 


il 








12. C'est le phénomène de conversion lysogénique par on 
phage tempéré. 

LI. C'est le cvcle lytique par un phage virulent (vor 
chap, VUL, $ 23431. 

22. Figure ci-dessous. 


Ennombre de bacéries — Croissuncé 


rl sans phage 


—— Croissance 
f A 
en présence 


de phages 


5. Le bactérlophage T; 


L. Sur le schéma. al Faut écrire : 1 : tête, 2 : queuc : 1 : capso- 
mères, 4 : gaine rétractile, $ : Gun cuudal, 6: plaque caudale, 
F = spicukes, 8 : Mibres caudules. 


i 


2. Pour le schéma. (voir chap, VII, fig. VATI-14 et VIL-154 
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6. Bactériophages de lactobacilles 

LL L'tète, 2: queuc : 3: capsomères, 4 : acide nucléique, 
5: jonction entre La te et la queue, 6 : gaine rétraciile, 7 : 
canal caudal, 4 : plaque caudale, 

2 Voircycie, chap. MIN, 8 23,3. 

3 160% 10x25 = 4.107 phages par imillilitre. 


7, Bactériophage SFO1 de 8. subtills 

1.  Bactérioghage : vins spécifique des hoctéries ; hacté- 
nôophage virulent : phage qui induit un cycle lytique se tra- 
duisant par la maliplication du vins ct la Lysc de la bactérie 
évoir chap. VII, 8 2.3.3.1). 

Z Voir le cycle du phage T, Evoir chap, VIT, £LEXT., 
233.2 et 233,3) 

4 Le lysozyme en milieu saccharosé détruit kes parois et 
transforme les bactéries en protoplastes ; ceux-ci, n'ayant 
plus les sites de fixation du phage (récepteurs qui se trouvent 
au mivean de la paroi, ne potvent me anaqués parles phages. 


E. Rétrovirus 


EL Un ARN. 


Z Le virus est fixé par la cellule grâce à des récepteurs 
mermbranaires et aux propriétés hémageluënantes du vins 


par ses spicules, par endocytose, L'ARN, dit ARNT, est copié 
cn ADN monobrin par une mutcnpiase dite inverse. Cet 
ADN se duplique pour devenir bicatenaire et va s'mtégrer 
enaulé dans le gérome cellulaire. L'ADN viral intégré est 
alors transe par D'ARN polymérase cellulaire en dormant un 
grand nombre de copies d'ARN viral, Ces molécules d'ARM 
sont traduites en profines capsidalés et en trañsenptasé 
inverse, L'assercblage 8 ensuite lieu pour donner des 
« Virions » qui bourgeonnent à Ke surface cellulaire et sont 
exo YIÉS. 


9. Structure et multiplication du virus de la 
rage 

EE Vos Gg. VUI-2a. 

E.2. Protéines capsidales, enveloppe hémagglutinante (spi- 
cubes}, transcriptasé mversé. 

ZI, Adsorpüon et phagocytosc, adhésion ct endocrionc. 
22, Les elvcoprotéines des spicules s'intégrent dans la cou- 
che externe de la membrane cellulaire, Proatgine virale et 
nwcléocapside viennent alors bourgeonner en surface de la 
membrane. Les bourgeons se forment puis sont éxpulsés et 
l'intégrité membranaire est aussitôt restaurée. 

LA Voir221.21 
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Chapitre 9 


Les risques biologiques et 
la sécurité microbiologique 


Les risqués ologiques et les sources de 
contamination sont liés d'abord à l'exposition à 
des agents pathogènes, que ceux-ci soient ou non 
ou recombinés (études, cultures ou productions 
en masse), mais également aux produits biolo- 
giques contaminés (organes, sang ét autres 
liquides biologiques), aux cultures et manipula- 
tions cellulaires (fusion, transfection), ainsi qu'à 
l'expérimentation animale féab. IX. 1 er 1X,21), 


Le sang humain et ses dérivés présentent une 
grande importance dans les infections spécifiques 
actuelles de laboratoire : l'hépatite virale B est la 
plus fréquente (même si la prévention existe), 
mais les hépatites non-A et non-B ainsi que le 
SIDA. pour lesquels 11 n°y à pas encore de traite- 
ment curatif, sont les plus redoutables. 


1. Risques biologiques 


1.1. Voies de contamination 


Les voies de contamination les plus fréquentes 
sont lés suivantes. 


1.1.1. Voie cutanée ou percutanée 


Parmi lés accidents ou mcidents les plus fré- 
quents se trouvent les piqûres lors d'utilisation de 
seringues avec avullés pour méchions, és cou- 
pures ou seulement les égratignures par du maté- 
nel contaminé (scalpel ou mstrument, verrerié 
ébréchée ou cassée, etc.), les projections ou les 
contacts avec une peau lésée (écorchures, eczéma, 
brûlure. .….}, les morsures ou griffures animales (4 
compris les arthropodes]. 


Les risques liés aux éclaboussures accidentelles 
(renversement d'une culture) ou systématique 
(eoutté à l'extrémité d'une pipétté) ou encore aux 
soutilures des mains par le téléphone, les robinets 
de lavabo, les serviettes, etc, peuvent être égale- 
ment graves surtout par leur caractère insidieux. 


1.1.2. Voie conjonctivale 


Cette voire peut-étre à l'ongine d'infections gra- 
ves, La projection de matériel biologique conta- 
miné dans l'œil (par des éclaboussures ou des 
aérosols) mais aussi des oculaires contaminés de 
microscope sont les causes les plus fréquentes de 
ce type d'infection. 


I 


Tableau L£1 - Contamination au laboratoire dues à divers micro-organismes (d'aprés Pike, 1978]. 


a. Nombre de cas : 
Paragites 
Chlamidias 
Champignons 
Rickettsies 
Virus 


Bactéries 1 Cu 





Lu É00 400 600 800 1000 1200 1409 1600 1800 
b. Hombre de décès parmi les as de conteminations : 


Parasites 
Chiamidiae | 
Champignons 
Rickettsies 
Virus 


Bactèrigs 





Tableau 1X.2- Infections les plus fréquentes contractées au laboratoire (d'aprés Pike, 1978]. 


Répartition des infections de laboratoire 

Brucellose n 426 

Fibure Q 

Hépatites | 
Fièvre typhoide 


280 


Tularémbe 


Tubereulése 194 


Dérmatomycoses 
Encéphalité équine 
du Vénézuéla 
Paitacose 
Coccidicdomcose 


15 
146 Bi Hombre de décès 


Et Hombre de cas 
116 





1.1.3. Voie respiratoire ou aérienne 


De nombreux travaux produisent des aérosols 
(fée. ÊX. 1) Sont particulièrement visés les opéra- 
tions de centnifugation, de mampulation de Hiqui- 
des (pipétage, brovyage, agitation), de flambage de 
l'anse ou de la spatule, d'ouverture d'ampoules 
sous vide ou de tubes de cultures, d'ensemence- 
ments de boîtes de Pétri ainsi que le travail sous 
hotte. 

Par leur propagation, les aérosols peuvent 
atteindre plusieurs personnes par inhalation : le 
plan de travail et les mains du manipulateur subi- 
ront également une forte contamination. 

L'effet de l'aérosol dépend de la concentration 
en agents infectieux, de sa force d'émission et de 
sa vitesse de retombée ou de sa persistance dans 
l'aur, 


1.1.4, Voie orale 


Elle est le plus souvent la conséquence du non- 
respect des règles élémentaires de bonnes prati- 
ques de laboratoire (pipetage à la bouche, absence 
de gants) mais aussi du défaut d'hygiène (l'ali- 
mentation ou la contamination par la cigarette, le 
port des mains à la bouche, l'onychophagie, le 
port de blouse souillée hors du laboratoire ou de la 
zone de travail]. 


1.1.5, Conclusion 


Le mode de contamination est lié au mode de 
transmission et la gravité de l'infection dépend du 
degré de virulence de l'agent en cause (par cxem- 
ple, voie transcutanée pour l'hépatite B, voie 





Fioure {X.1 - Aérosol résultant de l'expulsion de la der- 
nièré goutte de liquide hors d'une pipette. 
(Photo Johansson Ferris, 1946) 


aérienne où digestive pour M tuberculosis, voie 
aérienne pour les spores de champignons, voie 
digestive pour les entérovirus ou les entérobacté- 
nes). 

Dans près de SD % des cas, le mode exact de 
contamination est difficile à déterminer de Façon 
précise. L'exposition à des aérosols est un mode 
particulièrement fréquent (ab, ÎX.3 er EX.4 1 


Tableau 1X.3 - Différents types d'accidents retrouvés en pourcentage sur une série de 371 accidents. 


AUâre, QU non Indiqué 
Centrifugation 

Morsure ou gréflure 
Fipetage oral 

Verré cassé, objet tranchant 
Projection aérosols 


Aiguillss ét Séringués 


ee 





Tableau 1£.4 - Les grands groupes de facteurs des risques biologiques au laboratoire. 


Fe modes de transmission ; Contact 





LE s direct 


Conte 
indirect 


cultures 


aérosols 





| Les modes dé contamination : ingéestion inhalaticn inoculation | perculanée | morsure 
= | OÙ piqures 
Les facteurs déterminant pouvoir dose voie de récepuivité | réaction 
l'infection : pathogène | infectante | pénétration | de l'hôte allergique 
x spécifique, IMMO 
virulence déficience 


Les facteurs de l'environnement : 





| ventilation | équipe 


techniques | propreté, | promiscuité 








sa | | ments de travail hygiène | 
s . Hemolyeines . PRE 
a | ut 
—— "À 
a — 
* pas d'adhésines … 
«pas d'adrobacten | | 
* pas de capsule ARDECHE 4 3 
“nombre réduit d'antigiémes C "= | | 
* pas de plasmide " à = Crantigen Capsule 


“génome dé taillé réduite 
a. Ë. coû: souche Ki 


b, E. coû: souche sauvage 


Figure IX,2 - Escherichia col : comparaison entre une souche sauvage et le mutant K,, utilisé dans Les laboratoires 


de recherche. 


1.2. Différentes classes 
de micro-organismes 
et de cellules 


Les micro-organismes sont classés en fonction 
du degré de leur pouvoir pathogène. En France, 
l'AFNOR (Association Française de Normalisa- 
tion) a repris, parmi les nombreuses classifica- 
tions (peu différentes les unes des autres), celle 
présentée par l'EFB (European Federation of Bio- 
technology). 


1.2.1. Micro-organismes de classe 1 


Ceux qui ne présentent aucun danger particulier 
pour l'homme et l'environnement sont les micro- 
organismes saprophytes banals et, d'une manière 
générale, toutes bactéries, et tous champignons et 
virus à l'exception de ceux désignés dans les autres 


ns 


classes où dont l'étude est légalement interdite. 
E. coli K,; (fix IX.2), Sc, cerevisiae, Acetobacter 
acetti, les bactéries lactiques et les champignons 
utilisés dans l'industrie laitière appartiennent à la 
classe 1 de même que les henées cellulaires d'or- 
eine définie et ne comportant pas de virus ni de 
mycoplasme (par exemple, cellules CHO, Hela, 
Vero). 


1.2.2. Micro-organismes de classe 2 


Ils sont pathogènes à la suite d'inoculation par 
voie cutanée, par ingestion et par voie respiratoire 
mais ils peuvent être manipulés sans risques par 
des biologistes compétents : ils présentent un ris- 
que modéré pour le manipulateur, limité et faible 
pour la communauté. Des moyens prophylacti- 
ques etou des traitements efficaces existent. 
D'une manière générale, la plupart des espèces 
pathogènes (humaines où animales) de pratique 


Tableau 1.5 - Risque potentiel des diflérentes classes de micro-organismes pour l'homme. 





Danger pour Le personnel 


à + 
ï | ++ 
4 | +++ 





courante sé trouvent dans celle classe. Tous les 
virus isolés chez l'homme sont considérés comme 
appartenant au moins à la classe 2 

Pour les parasites, le classement correspond au 
niveau de danger présenté par le(s) stade(s) infec- 
ueux. Les préparations mucroscopiques exemples 
de stades infectieux ne nécessitent pas le niveau de 
confinement indiqué. En classe 2, on trouve 
notamment Leishmania tropica, Loa loa, Schiste- 
sama, Taenia saginata, Toxoplasma, Trichomonas 
vaginalis, Trchostrongylus spp. Trypanosome. 

Les cellules (en particulier les hybridomes), les 
échantillons de sang et d'organes d'individus 
sains sont au minimum en classe 2. 

Parmi les bactéries, les principales espèces de la 
classe 2 sont : Bordetella, Borrelia spp., Campv- 
lobacter, CL tetani, €. diphreriae, Edwardsiella, 
Enterobacter aerogenes, E. coli (exclusivement 
les souches reconnues pathogènes), Flavohacte- 
run meningosepticun, Hæmophilus, Klebsiella, 
Legionella  spp,  Listeria  monocvtogenes, 
My. preumoniae, Neisseria meningrtidis, Pasteu- 
rella spp. Proteus, Ps. aeruginosa, Sr aureus, 
Streptococcus  Spp. Trepenema  pallidum, 
V. cholerae (y compris ET Tor), Ÿ. enterocolitica, 
Bacteroides fragilis, divers Nocardia. 

Chez les champignons, les principales espèces 
appartenant à la classe 2 sont: À. fumigatus, 
Ca. albicans, Crptococcus neoformans, Tricha- 
phyion spp., Microsporum spp. 


1.23, Micro-organismes de classe 3 


Ce sont des micro-organismes pathogènes à 
haut risque, ne devant être manipulés que par des 
microbologistes spécialement formés et vaccinés 
{si le vaccin existe). [ls constituent un danger 
sérieux pour la santé du personnel de laboratenre et 


Risque de propagation Traitement possible 
dans la population (en général} 
ë inutile 
++ 


++ 


peuvent représenter un nsque pour la population 
en général, Des moyens prophylactiques et/ou des 
traitements efficaces existent généralement mais 
pas systématiquement. 

Parmi ces agents pathogènes se trouvent les 
Brucella, des mycobacténes (humaunes, bovines), 
BE. anthracis, Francisella tularensis, Y. pestis, 
Histoplasma, Coccidioides ainsi que certains 
virus (arbovirus, virus rabique, fièvre aphteuse, 


hépatite B, HTLV-I et 2, VIH). 


1.2.4. Micro-organismes de classe 4 


Ces micro-organismes provoquent des maladies 
graves chez l'homme et représentent un danger 
important pour le personnel de laboratoire et la 
collectivité en général. On ne dispose générale- 
ment pas de moyens prophylactiques ni de traite- 
ment efficace ; le risque de propagation est élevé. 

Classe comprenant uniquement des virus (agents 
de fièvres hémorragiques : Lassa, Machupo, Cri- 
mée, Congo, virus de Marburg, d'Omsk : des poxvi- 
rus, les virus encéphalitiques) qui ne peuvent ëtre 
manipulés que par du personnel particulièrement 
averti et avec des consignes de sécunié spécifiques. 

La norme AFNOR NF X-42-(M0 donne la liste 
des espèces microbiennes communément recon- 
nucs pathogènes pour l'homme (1990). Il existe 
également une liste établie et publiée en 1992 par 
la CEE. 


1.2.5. Groupe E (risque 
pour l'environnement) 


Ce groupe contient les micro-organismes qui 
représentent une menace plus importante pour 
l'environnement que pour l'homme. Ils peuvent 
étre responsables de lourdes pertes économiques. 


ii] 
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2.9. Bonnes pratiques 
de laboratoire 


C'est à la fin des années 1970 (1978-1979) que 
la Food and Drug Administration (FD A}édicte les 
premiers textes trutant des bonnes pratiques de 
laboratoire (good laboratory practices, GLP}. En 
1981, l'Organisation de coopération et de déve- 
loppement économiques (OCDE) reprend les tex- 
tes à son compte pour en réaliser une édition ofti- 
cielle et légale, En 1993, ces textes sont complétés 
pour traiter des méthodes automatisées (CGALP : 
good automated laboratory practices) puis, en 
1909, des méthodes d'analyses (GBEA : guide 
des bonnes exécutions d'analyses). 

Présentés sous forme d'un guide, ces textes tral- 
tent des procédures à suivre lors de la réalisation 
de techniques de laboratoire, afin d'en assurer la 
fiabilité, mais aussi des règles de sécurité inhéren- 
tes à ces pratiques. 

Il faut prendre un certain nombre de précautions 
qui doivent permettre de minimiser le risque de 
contamination. Ainsi, dans un laboratoire micro- 
ologique de base (où l'on travaille avec des 
organismes de classe 1 ou ? présentant un risque 
faible ou modéré pour Le personnel et un msque 
très limité pour la communauté), les règles pour 
maitriser les risques sont les suivantes. 

On interdira : 

— l'accès du laboratoire à toute personne sans 
obligation professionnelle d'y être : 

— dé pipétier par aspiration buccale : 

— de fumer, boire, manger où se maquiller : 

— destocker des aliments dans la zone de travail : 

— de travailler en tenue de ville. 

On évitera : 
de mampuler à mains nues : 
de se piquer et de se couper : 
de produire des aérosols : 
de procéder à des mampulations dangereuses 
sans protection. 

On recommandera : 

— d'ôter sa blouse pour sortir du laboratoire ; 

— de se laver les mains aussi fréquemment que 
cela est nécéssaire ; 

— dese rappeler que tous les objets usuels que l'on 
touche (poignée de porte, téléphone, crayons...) 


avec des gants contaminés deviennent à leur tour des 
sources de contamination : 

— d'avoir une surface de travail propre, nétte et 
dégagée de tout matériel mulile : 

— de décontaminer la surface de travail au moins 
une fois par jour et à chaque danger potentiel : 

— de décontaminer tous les liquides ou maté- 
riels contaminés (autoclavage où incinération) : 

- d'étiqueter le matériel, les cultures et les sacs 
de déchets pour les NSB2 (voir ci-après) et au- 
dessus : 

de mettre en place un programme de désin- 
sectisation, d'éviter la présence d'ammaux ne ser- 
vant pas aux EXPÉTIENCES ; 

— d'afficher à la porte du laboratoire le type 
auquel il appartient : 

- de signaler immédiatement tout accident ou 
exposition au matériel infecté, de mettre en placé 
le cas échéant un traitement et une surveillance 
médicale. 

On $e rappellera que toute négligence peut 
provoquer la contamination des personnes de 
l'entourage et de l'environnement, 

Le responsable du laboratoure veillera à la bonne 
formation du personnel et organisera périodique- 
ment des sessions de formation et d'information, 
en particulier lors de l'introduction de nouvelles 
léchniques. 


0,3. Niveaux de sécurité 


Aux différentes classes précédentes de micro- 
organismes correspondent des niveaux de sécurité 
biologique à appliquer pour leur manipulation. En 
fonction des risques, quatre niveaux de sécurité 
ont été définis. 


2.3.1. Niveau de sécurité biologique 1 
(NSB1) 


Ce niveau concerne les laboratoires de biologie 
et de microbiologie n'uulisant que des rucro-orga- 
nismes de classe 1, Le NSBI n'exige pas d'équi- 
pement particulier de confinement hologique pour 
la protection des opérateurs ; les hottes à flux lami- 
naire ne sont généralement utilisées que pour pro- 
téger les manipulations qui y sont réalisées. 


Tableau [X.6 - Liste pour le contrôle des principales mesures de sécurité d'un laboratoire. 





| Locaux délimités at | éventuellement oui 


Système clos pour Les cultures oui 
éventuellement 


fermées pendant 
le travail 


Marquage 
Pories ei fentires closes 


Aération évitant lu contami- éventuellement 


nation de l'extérieur 
Local en dépression > MPa 
Air entrant et extrait Miltré cmt 

Conirüle des accès 


Matériel pour la décontami- 
nation des personnes 


résiréint par 545 


sas, douche, évier 
dans le labora- 
toire et désinlec- 
lane 


éventuellement 


éventuellement 


Prendre une douche à la sortie 


Recueil et inactivation des 
CAUX USÉES 


éventuellement oui avec change- 


men 


Vetement de protection 


classe 2 ou 3 


dans 


lé laboratane 


classe Lou 2 
dans Le bütiment 


éventuellement 
disponible 


PSM 
Siérilisateur 


ICE VEEPON ii 
laboratoire 


Desiruction de la biomasse cveniuellemeni inactivatron 


surautorenthon : 
désinfection 


€: aucune mésuré paroi, NSE ; néon de Séouré Glocique, 


Sur AOIEALON : 
inactivation 


Entretien du laboraioire EF 


Les bonnes pratiques de laboratoire doivent être 





oui, si possible bâtiment 
particulier 

cui 

ci 
héermétiques 
verre incassable 


dx 


30-50 Fa par étage 
oui 
uniquement les actifs par sas | 


sas, douche, désinfectant, 
évier dans chaque salle 


combinaison intégrale 


clacce 3 
Sas à doublé entrée 
au laboratoire 


réservoir de desiructron, 
vénfication de l'effei 


Sur autorisation : 
inactivation 


Dans le laboratoire NSB2 seront effectués les 


connues et appliquées (tout particulièrement : net- 
toyage quotidien des paillasses, décontamination 
des déchets, port de la blouse, interdiction du pipe- 
tage à la bouche, de hoire. fumer, manger et se 
maquiller, stricte hygiène des mains avant de quit- 
ter le laboratoire). 


2.3.2, Niveau de sécurité biologique 2 
(NSB2) 
Le N$SB2 est applicable pour les travaux portant 
sur des agents au risque potentiel modéré pour le 
personnel et l'environnement. 


ll 


travaux portant essentiellement sur les agents 
pathogènes de classe 2, On privilégiera, dès ce 
miveau de sécurité, la protection des voies de péné- 
tration dans l'organisme, en particulier pour les 
nsques liés aux aérosols. Les agents de classe 1 
peuvent a fortiori y être manipulés. 

L'équipement de base est le mème que pour le 
niveau | avec en plus, entre autres, la présence 
d'un autoclave dans le laboratoure et de PSM 
répondant à la norme NF X-44-201, type I ou 
type IL Les opérations suivantes seront obligatoi- 
rement réalisées sous un PSM : 


- toutes les techniques réalisées sans où hors 
confinement primaire produisant des aérosols tels 
que la centrifugation, le broyage. le mixage, 
l'ouverture d'ampoule lvophilisée, le mélange, 
l'agitation, l'utilisation d'ultrasons, l'ouverture 
de conteneurs de matériel infectieux dont la pres- 
sion interne peut être différente de la pression 
ambiante et l'inoculation d'un animal par voie 
nasale. Pour la centrifugation, on utilisera un rotor 
hermétiquement fermé (système « aérosol free ») 
et des tubes de sécurité, Le remplissage, la ferme- 
ture et l'ouverture des tubes doivent s'effectuer 
sous PSM ; 

— lorsque de fortes concentrations ou de grands 
volumes d'agents mlectieux sont mampulés hors 
confinement primaire. 


Ta 


ur era t 


Protection oculaire 


Lavage ou protection des cheveux 
Masque buccal 

Blouse 

Gants éventuellement 
Souliers spéciaux E 


FE : aucune mesure particulière. 


recommandée 


FT c Q "| 


« LE “si FFE | {; : BPL 
“ ; ï : EL 





| Celle du laboratoire de microbiologie 
| standard 





Le mode d'emploi et les limites de ces postes 
seront expliqués à tous les utilisateurs. 


2.3.3. Niveau de sécurité biologique 3 
(NSB3) 


Le NSB3 doit s'appliquer aux structures dans lesquelles 
sont manipulés des agents qui peuvent entrainer des patholo- 
gies graves où être potentiellement létaux. 

Il correspond à un laboratoire de confinement strict où 
seront utilisés des agents infectieux de classe À. Ce labora- 
toire est en dépression (quelques millimètres CE [colonne 
d'eaufr. On v accédé par un sas en pression positive par rap- 
port au laboratoire : l'air est filtré en sortie sur filtres HEPA 
(high efficiency particule air), sans recyclage. 

Le personnel appelé à travailler dans le NSB3 doit avoir une 
formation spécifique et une tenue adaptée (pont d'une blouse 
spéciale, surbottes, gants, masque. lunettes de protection). 


éventuellement pour certains 
travaux 


pour certains 
travaux 


Le éventuellement { obligatoire 


évemuellement obligatoire obligatoire 


obligatoire obligatoire obligatoire 


obligatoire obligatoire obligatoire 


éventuellement obligatoire obligatoire 


Tableau [X.8 - Sommaire des principales mesures dé sécurité en fonction du niveau. 


Équipement de base de tout laboratoire 
(extincieurs.….) 


Niveau 1 plus : blouse, décontamination des 
déchets, accés au laboratoure limité, marquage 
| avec le symbole « danger biologique » 


{| Niveau 2 plus : vêtements spéciaux, accès 
| contrôlé 


Niveau 3 plus : sas d'accès avec changement 
de tenue spéciale, douche à la sortie, mactiva- 





Éventuellement des PSM de classe Lou I, 
mécamisations des manipulations réduire les 
risques d'aérosol 


PSM de classe Lou I pour toutes les manipu- 
lation de matériels infectieux pression négative 


PSM de classe I, combinaison totale différence 
de pression d'air autoclave double entrée 


{fl 
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2.4.1.1. Instructions générales 


Tous les intervenants (v compris le personnel de 
nettoyage, d'entretien où de réparahion] divent 
ètre informés des dangers et des mesures de pro- 
tection à prendre lors de l'exposition aux agents 
biologiques. Cette information doit être donnée 
avant la première prise de service et rappelée régu- 
lièrement. 

Le contenu de toutes les instructions doit tre con- 
signé par écrit et signé par kes personnes concemées. 

[Il peut être uuké de réaliser dés démonstranons 
pratiques où des entraînements sous la direction 
de personnes compétentes, Un contrôle périodi- 
que {par exemple sous la forme de questionnaires) 
peut Être envisagé. 


24.1, CGhrectiives de travan 

Si les agents mologiques mampulés présentent des dangers 
graves pour La santé, il est nécessaire de mettre au point des 
rectives de travail et de les fure connaïtre aux personnes 
concernées. Ces directives doivent mentionner ks effets de 
l'agent biologique sur l'homme, donner les tadicateons sur la 
manipulation den particulier les étapes de la manipulation. 
préciser les mesures de prosction ainsi que de netiovage el de 
désinfection. Elles doivent être comprises. 


2.4, 1.3. 

Des plans d'évacuation et de secours doivent 
être affichés à des endroits précis accessibles à 
tous. [ls doivent aussi donner des indications sim- 
ples en cas d'incidents divers comme : 

— une émission de matériel biologique poten- 
tellement contaminant ; 

- un accident : 

- un incendie. 

Doivent y figurer : 

— les numéros de téléphone du responsable du 
laboratoire et du responsable de la sécurité : 

- Les numéros de téléphone des services de secours : 

- les indications sur les alarmes, sorties de 
secours, lieux de regroupement, contrôle de pré- 
sence, mesures de sécurité, combat de l'incendie. 

Un exercice doit être réalisé régulièrement en 
chosissant an thème :incéendié, bris dé culture, ete, 


En cas d'accident 





2.4.2. Motivation 


Les mesures dé sécunité et toutes les informa- 
tions données en routine ne servent à ren si les 


personnes né sont pas convaincues que seule leur 
participation active à la sécurité permettra de la 
rendre effective, La sécurité doit être perçue 
comme une nécessité évidente et comme le com- 
plément de la compétence et de la qualité du tra- 
vail, 

Le bon exémplé dés responsables (utihsation 
des vêtements de protection}, la discussion fré- 
quente, la prise en compte des remarques et des 
propositions des employés et la reconnaissance 
des efforts contnbuent à instaurer un climat pro- 
pice à un travail efficace avec une sécurité maxi- 
male. 

Uné atutude positive vis-à-vis de la sécurité né 
s'obtient que par un entraînement régulier et une 
mise à jour périodique des connaissances dans ce 
domaine, Cet entraînement peut porter sur : 

- les connaissances aussi bien fondamentales 
qu'appliquées aux risques biologiques : 

— lestechniques, les matériels et les instruments 
utilisés ; 

- les attitudes de travail et Le comportement 
individuel ou collectif sur la maitrise des risques 
ainsi que leur prise en compte dans le travail. 





2,5. Postes de sécurité 
microbiclogique 


2.5.1. Considérations générales 


L'air ambiant peut provoquer une contamina- 
ton en véhicubant les poussières et les organismes 
vivants, 

La vitesse de sédiméntaton des particules se 
réduit lorsque leur diamètre diminue, Les plus 
petites restéront suffisamment longtemps en sus- 
pension dans l'air et pourront être inhalées et con 
taminer les alvéoles pulmonaires. [l'est par consé- 
quent important de limiter la quantité d'aérosals 
produits, d'en assurer la rétention et de détruire les 
agents pathogènes contenus dans les aérosols, 

La filtration de l'air permet d'obtenir une atmos- 
phère appauvrie en particules inertes ou biologi- 
ques, mas si la plupart des filtres arrêtent les pous- 
sières qui peuvent supporter les bactéries, 115 ne 
stoppent pas tous les micro-organismes, [] faut 
donc éviter le rejet d'aérosols contaminés dans 


1 


l'atmosphère. La mise en suspension d'agents 
pathogènes dans l'air peut se produire én particu- 
lier lors : 

— du pipetage d'une culture : 

— de l'ouverture trop rapide d'un tube conte- 
nant une culture : 

— du flambage d'une anse chargée de germes : 

- d'une centrifugation avec des tubes sans cou- 
vercle : 

- du renversement d'une culture. 

Pour se protéger de toute contamination, des 
appareils de filtration d'air, appelés enceintes de 
sécurité, sont à la disposition du manipulateur. Ils 
sont définis par un volume de travail (fermé ou 
ouvert) traversé par un flux d'air et équipé de fil- 
tres. Selon la conception technique, ces appareils 
permettent d'atteindre lun des objectifs suivants : 

- protéger la manipulation ; 

- protéger lé mampulateur ét l'environnement : 

- protéger la manipulation, le manipulateur et 
l'environnement. 

Selon l'objecuf à attendre, des filtres sont pla- 
cés respectivement : 

— en aval du ventilateur pour protéger la mani- 
pulation : 

= en amont du ventilateur pour protéger le mani- 
pulateur et l'environnement : 

- en amont ét en aval du ventilateur pour pro- 
téger la manipulation, le manipulateur et l'envi- 
ronnement. 

De façon générale, un poste de sécurité micro- 
biologique est défini comme une enceinte ventilée 
destinée à assurer une protection du manipulateur, 
de l'environnement et, le cas échéant, du produit 
manipulé vis-à-vis de substances mologiquement 
dangereuses. 

La technique du traitement de l'air en écoule- 
ment laminaire est la seule qui permette d'obtenir 
en un secteur donné un air d'excellente qualité, 
stérile, et un empoussièrement contrôlé en appor- 
tant sur le plan de travail un aur filtré et en évitant 
la Sédimentation des particules émises par les acti- 
vités du mampulateur. 


2.5.2. Divers types de FSM 


Ilexiste trois types de postes de sécurité micro- 
biologique. 


fl! 


2.5,2.1, PSM de type 


Le PSM de type T (fig. IK4} est une enceinte 
constituée par une chambre de manipulation par- 
tellement ouverte sur le devant, munie d'un dis- 
positif d'aspiration d'air qui permet de maintenir 
l'enceinte en dépression. Celle-ci est destinée à 
assurer la protection du manipulateur par l'entraï- 
nément du flux d'air lon du mampulateur et la 
protection de l'environnement par évacuation du 
flux d'air hors de l'encente, à travers un filtre à 
très haute efficacité. 

I ne faut pas le confondre avec les enceintes à 
flux laminaire vertical (leur aspect étant quelque- 
fois similaire} : le PSM ne protège pas la manipu- 
lation mas uniquement lé manipulateur et l'envi- 
ronnément alors que les encantes à flux lamimaire 
vertical remplissent exactement lé rôle inverse 
(protection de la manipulation). 


2.0.2.e. PSM de type il 


C'est une chambre de manipulation partielle- 
ment ouverte sur le devant, semblable aux enceintes 
à flux laminaire vertical à recyclage total. Le PSM 
se caractérise par une asprration partielle du flux 
d'air à l'extérieur, au bord avant du plan de travail. 
La protection de l'environnement est assurée par un 
filtre absolu placé sur la sortie en partie haute et 
celle du manipulateur par un flux d'air entrant en 
façade avant qui compense celui rejeté à l'extérieur. 

Selon le modèle choisi (fe. FX 41, ces enceintes 
seront équipées d'un ou de deux moteurs, Dans les 
équipements à un Sul moteur, là répartition entre 
le débit d'aur recyclé et l'aur répété sera fixe et pro- 
portionnelle au rapport de la section du filtre placé 
sur le rejet à celle du filtre placé sur l'air recyclé. 

Dans les équipements à deux moteurs, on pourra 
uthser et régler le débit de chacun des deux venti- 
lateurs en fonction du dégré de protection que l'on 
désire assurer pour le manipulateur {en régle géné- 
cale, A0 & de renouvellement d'aur sont nécessarres 
avec Les PSM actuels). 

Cette enceinte pourra même être utilisée comme 
une enceinte à recyclage total, mais elle peut pré- 
senter alors des risques pour le manipulateur si 
celui-ci né contrôle pas correctement les réglages. 

Le filtre assurant la protection de la manipula- 
lion est toujours placé au-dessus du plan de travail 





Type Il a Type I Es 


Fiqure IX.4 - Las divers types de PSM. 
+. fitre haute eficecté (HEPA : Hight eficianéy particle ait: 2. ventilateur ; 3 vitre fe, 4, vitre mobllé ; 5. enceinte de frakait ; 
6. conduit d'air contaminé ; 7. conduit d'a filtré ; & plan de travail perforé ; 4 filtre d'edmsson d'air; 10, évacuation de l'air tré ; 


11. réglage des débits ; 12, reorse des liquides (nettoyage ou liquide biologique renversé. 
À: fu d'air gxtraft où admis : B: flux d'air recyclé : ©: flux d'air total (Ce A 4 6, on génbral À = 40 86, B = 60 %) 
—+ : direction du flux d'air, 
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sateurs précédents. Les souffleries d'air chaud 
présentent l'inconvénient de disperser dans 
l'atmosphère les squames et les micro-organismes 
qu'elles abritent. 


4.4. Décontamination du linge 


Le linge constitue un agent de transmission des 
agents infécheux., Î[l est nécessiure de séparer, 
avant le lavage, les linges souillés des linges non 
contaminés du point de vue biologique. 

Cette mesure de décontamination répond à deux 
objectifs : 

- la sécunté en matière de conditions de 
travail ; 

— l'hygiène. 

L'efficacité de la décontamination dépend : 

- du volume de matériel : 

- de la contamination imitiale : 

- de la concentration détergente et décontami- 
nanle, 

Les méthodes de lavage du age suillé ont l'objet de pro 
cédures particulières. Les textiles souillés sont envoyés à la 
buanderie dans des sacs étanches de couleurs différentes 
selon le degré de dangerosité 

Lin ani a pour but de préparer l'opération de lavage en répuur- 
Lissant le matériel en dois homogènes, ce qui permet de réser 
ver, à chaque type de matériel, le meilleur traitement : lavage 
manuel, lavage en machine. 

I s'effectue par différents procédés adaptés eu bai 
recherché : 

-— lavage manuel; 

— machines à laver classiques permetiant de sélectionner 
des programmés adaptés : 

- lunnels de lavage traitant rapidement des volumes 
iMPOrUs ; 


- laveurs sténlismteurs. 

Îlest important de : 

= réspecter les dosages : 

- vérifier que l'eau n'est pas trop dure 

Lé Linge propre provenant de la buandene est écalement 
véniilé, 


4,5. Décontamination 
du matériel 


Le matériel (centrifugeuses, étuves, congéla- 
teurs, etc.) peut être à l'origine d'une contamina- 
Lion. El faut donc le désnléctér pénodiquement. 

On utilisera des désinféectants chimiques liqui- 
des (ammoniums quaternaires, eau de Javel} après 
s'étre assuré qu'ils ne corrodent pas le matériel. 


4.6. Élimination des déchets 
au laboratoire 


Le règlement saniture départemental tyre rap- 
pelle que les déchets des établissements hospita- 
liers ou assimilés doivent être triés en : 

— déchets contaminés. Le matériel contaminé 
réutilisable sera autoclavé. Le matériel contaminé 
à éliminer sera autoclavé puis placé dans des réci- 
pients étanches avant d'être incinéré : 

- déchets non contaminés assimilables aux 
déchets ménagers. 

Tout objet pouvant causer des blessures 
(aiguilles, seringues) sera placé dans des réci- 
pients destinés à cet effet, Les récipients pleins 
seront INCINÉTÉS. 


AUTO-EVALUATION ET EXERCICES | 


Ci SAVEZ-VOUS VOTRE COURS ? 


1 Présenter les différents types de risques biologiques et 
les différentes cutégones de personnel exposées. 

2 Citer les infections les plus fréquentes et pouvant être 
contractées dans les laboratoires de microbiologie, de bio- 
chimie et de biologie humaine. 

3 Préciser les sources, les voies et les modes de conta- 
mination relatifs à ces paihologies. 

4. Indiquer les bases de lu classification des agems 
pathogènes. 


AS TE ES, 


# | EXERCICES ET PROBLÈMES 


1. Compléter les propositions suivantes. 
LL. Par leur propagation, les aérosols peuvent contaminer 
PARIS... EMllicmsnn ns 


2 Les micro-organismes sont... en fonction chui 


degré de Lt... ssssus vies 

+ Les échantillons de... et d'organes d'indivi- 
DUR. SOUL QU MÂMIMAIN EN, sceau 

4. Les bonnes... de laboratoires doivent étre 
ÉCINARÉS El... 4 spvs vas 

5. Au laboratoire, ke nettoyage quotidien des... et 
la décontamination des... est la règle. 


6. Le port de ln... ést obligatoire au laboratoire. 
7. Au laboratoire, 1 y à interdiction du pipetage à 


Hire ne de Ho. 
8. [fautune stricte hygiène des... avant de quitter 
le laboratoire, 


9 Le lavage des mains à pour objet de supprimer 


Le. ERP a d'empêcher Ja transmission 
Us En ee à d'autres personnes. 

10, Le mañériel contaminé à éliminer sera... puis 
placé dans des récipients... avant d'été... 
11, PSM signifie... 


1 CSM I Louer PE 


5. Donner les définitions des classes 1, L 4 dut E. 

G Citer des micro-organismes appartenant à chacune de 
ces classes, 

7. Identifier les risques liés aux différentes étapes d'une 
manipulation chassique de bacténologie, de biochimie ou 
de biologie humaine. 

8. Sélectionner dans une documentation fournie Les tex- 
tes réglementaires, les normes ou kes recommandations qui 
s'appliquent à la situation analysée. 


#, Indiquer si les propositions suivantes sont 
vraies ou fausses. Si une proposition est 
fausse, le justifier. 


1. E coliest en classe | et peut donc être manipulé sans 
précautions particulières. 

2 Le virus du sida est en classe 4. 

4 Les micro-organismes de classe 3 sont autorisés à lu 
manipulation dans bes lycées. 

4, Un vaoun correspond à on produit biologique de 
risque |. 


5.  Manmipuler sous un FSM supprime tout risque de con 
laminalaon. 


6 Le port de la blouse est utile en NEB1. 

7. On peut mächer du chewine-gum dans un hboratoire 
NSB2. 

# L'eau de Javel et le formol sont parmi les meilleurs 
désinfectants, 


9%, Au laboratoire, le virus du sida est plus à craindre que 
le virus de l'hépatite B. 


10, Les aérosols sont le mode de dispersion le plus cou- 
rant des micro-organismes, 


D oo 7 


æmumme 


9. 


Compléter par 

Personnes, inhalation. 

Classés, pouvoir pathogène. 

Sang, sains, chasse 2. 

Pratiques, appliquées. 

Puillasses, déchets. 

Blouse. 

Bouche, boire, manger, fumer, maquiller, 
Mains, 

CGermes transitoires, germes résidants, 


10, Autoclavé, étanches, incinéré. 
11. Poste de sécurité microbiologique. 
LE Niveau de sécurité biologique. 


&, Propositions vrales ou fausses 

1 Faux: seule la variété E. coli KI2 est en classe 1, les 
autres sont en classe 2. 

2 Faux : en classe 3, 

3. Faux : seule les classes | et 2 sont autorisées. 

4.6.8. Vrai. 

Vrai, mais à condition de respecter Les bonnes pratiques 
de laboratoire et de manipulation. 

7. Faux :ilestinterdit de manger à cause du danger de con- 
tamination par voic orale. 

9 Faux : au niveau du laboratoire c'est exactement le con- 
traire, ke nombre de contaminations par l'hépatite y est beuu- 
coup plus important que par le sida. 

18. Vrai. 
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MELVIN CALVIN naît le Savnl 1911 à Saint-Paul, dans le Minnesota 
{États-Unis}, Il fait ses études au Michigan College of Mining and Technology, à 
Houghton, et soutient son PhD en 1935, Il est nommé professeur en 1947 à l'uni- 
versité de Berkeley. C'est l'élucidation du cycle biochimique de la photosynthèse 
qui le rend célèbre. Il reçoit le prix Nobel en 1961 pour ses travaux. Il décède le 
8 janvier 1997. 


CHARLES CHAMBERLAND (1851-1908) - Physicien et biologiste français 
né à Chilly-leVignoble (Jura, France). 

1875-1479: en tant qu'agrégé préparateur, dans le laboratoure de L, Pasteur, il 
reprend une expérience réalisée par C. Bastian, partisan de la théorie de la géné- 
ration spontanée, et démontre que les conclusions du médecin londonien sont erro- 
nées. 

1879 : il soutient sa thèse de doctorat &s sciences physiques, Recherches sur l'eri- 
gine et le développement des organismes microscopiques. C'est le point de départ 
de travaux sur la stérilisation des milieux de culture qui l'amènent à concevoir une 
étuve à désinfection qui porte son nom : l'autoclave Chamberland. 

1880 : il prend part aux expériences de vérification du vaccin anticharbonneux. 
1881 : avec L. Pasteur, E. Roux et L. Thuillier, il entreprend l'étude de la rage. 
1884 : il met au point un filtre, conçu à partir d'une bougie de porcelaine poreuse 
de son invention, permettant d'éliminer les microbes de l'eau de boisson : le filtre 
Chamberland-svstème Pasteur, Il permettra la découverte des toxines diphtériques 
ct létaniques. 


PAUL EHRLICH (Strehlen, 1854-Hambourg, 1915) — Biologiste allemand 
Connu pour ss travaux pionniers en hématologie, Immunologie et chimiothérapie, 
il naît le 14 mars 1854 à Strehlen, en Silésie (aujourd'hui Strzelin, en Pologne). En 
1882, 1 découvre une méthode de coloration = devenue classique dépuis — du 
bacille de Koch (responsable de la tuberculose). En 1909, il met au point un trai- 
tement de la syphilis à base d'arsenic, appelé Salvarsan où 606, par la suite amé- 
horé et renommé Neosalvarsan ou 912, Cette découverte apporte une reconnais: 
sance mondiale au scientifique, déjà auréolé d'un prix Nobel de médecine attribué 
en 1908, en partage avec le Russe Elie Metchnikov pour ses travaux sur la mochi- 
mie de limmunité. 


SIR ALEXANDER FLEMING., fils de paysan, voit le jour le 6 août 1881 à Gar- 
vel, en Ecosse, dans le ferme familiale. I perd son père à l'âge de sept ans. Il pour- 
suit de brillantes études à la Polytechnic School. qui l'arment pour la suite. Il 
accepte un poste d'employé dans une compagnie dé navigation. I Y travaille 
durant quatre ans. 

À l'âge de vingt ans, après avoir réussi les examens d'entrée de l'université de Lon- 
dres, il s'inscrit à la Saint Mary's Hopital Médical School en octobre T0. 
Encore étudiant, 1 intègre ke Service d'inoculation dans le laboratoire d°'Almroth 
Wright. 

C'est en 1928 qu'il fait sa plus grande découverte, alors qu'il étudie Les staphylo- 
coques dorés en son absence, une des boîtes de Pétri dans lesquelles 1 fait des cul- 
tures de bactéries est contaminée par une spore de moisissure. Il comprend vite 
l'intérét du pouvoir bactérnicide de la pémcilline. Cependant, il ne parvient pas à 
l'isoler et ce sera deux autres chercheurs de l'umversuté d'Oxford, Howard Florey et 
Boris Chain, qui, en 1941, % parviendront en cristallisant la pénicilline. Le Dr Fle- 
ming est largement récompensé et reçoit le prix Nobel de médecine {1945} ainsi que 
la médaille du Mérite des Etats-Unis. Sir Alexander Fleming meurt le 11 mars 1955. 


CAMILLE GUÉRIN (1872-1961) - Médecin-vétérinaire et biologiste français 
né à Poitiers, docteur en médecine vétérinaire en 1496. 

De 1905 à 1915, il publie. en collaboration avec A. Calmette, une série de mémoires 
relais au mécamsme de l'infection tuberculeuse, En cultivant le bacille tubereuleux 
dans un milieu à base de bile de bœuf glycénnée, sur une assise de pomme de terre, 
les deux chercheurs s'aperçcoivent que les cultures perdent peu à peu de leur viru- 
lence. Toutes les trois semaines, €. Guérin procède au réensemencement du bacille. 
En 1915, Lille est occupée par l'armée allemande et les recherches doivent cesser. 
1918-1924 : reprise des travaux sur la vaccination antituberculeuse. En 1921, 
aprés 230 passages sur mubieu bilié, Calmette et Guénn parviennent à obtémir une 
souche de bacilles atténués, capable de conférer l'immunité, Après de nombreux 
essais de vaccinations BCG (bacille Calmette-Cuénin) sur des bovidés et d'autres 
animaux, B, Weill-Hallé procède avec succés à la première vaccination humaine. 
Les pouvoirs publics autorisent en 1924 l'Institut Pasteur à étendre la vaccination 
BCCG aux nouveau-nés, Des souches vaccinales sont distnbuées gratuitement aux 
lähorataires qualifiés, français où étrangers, qui en font la demande. 


FÉLIX D'HÉRELLE (1873-1949) - Biologiste canadien d'origine française. 
De TOO à TM, 1 étudie la microbiologie de manière autodidacte puis travaille 
comme bacténologiste sur la fièvre jaune à V'HGpital général du Guaterala. 

De 1907 à 1911, 1létudie la fermentation du sisal au Mexique et isole l'agent infec- 
tieux de l'entérite des sauterelles. 

Assistant de recherche dans les laboratoires de l'institut Pasteur de LOT à 1921, il 
mentionne pour la première fois les plages de lvse par des phages sur des cultures 
muicrobennes en 1915. 

En 1917, 1 publie ses résultats, indiquant le caractère fMiltrable et transférable de 
l'agent causal de la plage de lyse, décrit commé un organisme vivant ét corpus- 
culaire, 1 le nomme bactériophage., En 1921, son livre Le hactérionhage : son rôle 
dans l'immunité donne les observations et les techniques utilisées au cours de 
l'étude des bactériophages et postule la multiphication intracellulaire des virus. 


FRANÇOIS JACOB commence des études de médecine à la Faculté de Paris 
mais elles sont interrompues par la guerre. En juin LS, il quitte la France et 
s'engage à Londres dans les Forces françaises libres. Affecté à la deuxième divi- 
sion blindée, 11 est grièvement blessé en Normandie en août 1944 [est Compa- 
gnon de la Libération et Grand-Croix de la Légion d'honneur. Après la guère, il 
termine ses études de médecine et soutient une thèse de doctorat à Paris en 1947. 
Ne pouvant laure de chirurgie à cause de ses blessures, al se tourne vers la biologie, 
Ilobtient une licence (1951 puis un doctorat ës sciences (1954) à la Sorbonne, En 
1956, il est nommé chef de laboratoire à l'Institut Pasteur. En 1965, il obtient le 
prix Nobel pour ses travaux, En 1982, I devient président du conseil d'admanrs- 
tation de l'Institut Pasteur. 


EDWARD JENNER naît en 1749 dans le Gloucestershire, à Berkeley, où il pas- 
set pratiquement toute sa vie en tant que médecin de campagne, 

Chargé de mettre en pratique une technique de variolisation mise au point par 
Robert Sutton en 768.1 apprend, en discutant avec ses patients, l'existence d'une 
bien étrange crovance populaire, Beaucoup de filles de laterie et de hvreurs de lait 
pensent alors qu'attraper la vanole des vaches les préserve de celle des humains. 
En 1796, il inoculé la vaccine à un garçon de 8 ans. L'enfant tombe malade puis 
guérit très vite, Trois mois plus tard. on lui inocule la variole et cela n'aura aucun 
effet sur lui. La pratique de la vaccination s'étend rapidement et, dès 180, des cen- 
tres spécialisés s'ouvrent en Europe et en Amérique du Nord. Jenner appelle la 
matière qui provoque la vanole des vaches « vins + ct pose ainsi Les premières 
bases de ce qui sera l'immunologie. 








ROBERT KOCH est né à Clausthal (Hanovre) en 1843, il étudie les mathéma- 
tiques, Les sciences naturelles et La médecine à Géttingen. Diplômé en 1868, il 
commence sa carrière de médecin de campagne. Passionné depuis toujours par le 
monde qui l'entoure, il s'intéresse à l'archéologie, à l'anthropologie. et à un 
domine tout nouveau dans le mieu scientifique : la bacténologie, 
Consciencieux, méthodique et patient, 1 ne cesse de travailler ct de rechercher la 
cause, encore mystérieuse, des maladies mortelles, Il invente plusieurs manières 
de cultiver les micro-organismes, 11 les isole, les colore, Les observe, les manipule 
et les imocule à des hôtes sains, [utilise l'agar comme agent solidifiant, par suite 
d'une proposition de sa collaboratrice Fannie Hesse, la boîte de Petri, récipient 
pour milieu de culture solide imaginé par son assistant, Richard Peiri, Lorsque, en 
1876, 1l démontre de mamère irréfutable que la bacténe Bacillus anthrax observée 
dans le sang d'amimaux « charbonneux » est l'agent résponsable du charbon épi- 
démique, il sort de l'ombre et devient membre de l'Office de la santé à Berlin. En 
1882, il découvre la bactérie responsable de la tuberculose, ou bacille de Koch 
(Mvcobacteriumn tuberculesis et, en 1883, le vecteur du choléra f Vibrie cholerce). 
Reconnu alors dans le monde entier, 1] devient professeur à l'université de Berlin. 
De 1891 4 T'AME, il assure les fonctions de directeur de l'Institut des maladies infec- 
tieuses qu'il a fondé comme pendant de l'Institut Pasteur de Paris. Il meurt à 
Baden-Baden en 1910 après avoir obtenu le prix Nobel de médecine en 1905. 


REBECCA CRAIGHILL LANCEFIELD (1895-1981) — En 1918, elle rejoint 
l'Institut Rockefeller pour la recherche médicale, débutant son étude des strepto- 
coques hémolytiques, dénommés alors strepocoques hæmolvticus. Suivant la voie 
d'Oswald Avery, qui avait précédemment mis au point un système de sérum (ou 
précipitation) pour différencier parmi des types de pneumococci, elle démontre 
également que c’est un de ces groupes, les streplocoques À (progènes de S.), qui 
est spécifique aux humains et à la maladie humaine, y compris la pharyngite, la 
scarlatine, La fièvre rhumatismale, la néphoite et l'impétigo, En prouvant la base de 
la spécificité antigémique, K.C. Lancefield offre une explication du rôle de la pro- 
téine M dans le mécanisme, de la bactérie de la survie dans le contexte du centre 
serveur humain et de causer la maladie. 


ANTONY VAN LEEUWENHOEK est né à Delft le 24 octobre 1632. À partir de 
1654, il exerce le métier de marchand drapier, Aux environs de 1668, il réalise son 
premier microscope et commence ses observations, [observe ainsi le premier les 
globules rouges du sang (1673), les bacténes (1683) et les protozoaires, les sper- 
matoroides (1677), les cellules de la levure de bière (1680) et les capillaires 
(1689). Ses travaux ont un écho très large et contribuent à la découverte du monde 
du vivant. 








ANDRÉ LWOFF (Ainay le Château, 1902-Paris, 1994) — Au cours de ses étu- 
des de sciences et de médecine, André Lwoff commence sa vie scientifique à Ros- 
coff, sous la direction d'Édouard Chatton. I entre à 20 ans à l'institut Pasteur, dans 
le laboratoire de Félix Mesnil. 

En 1938, il est nommé chef du Service de physiologie microbienne, Dans le 
« grenier », il accueille Jacques Monod, Élie Wollman, Pierre Schaeffer et Fran- 
çois Jacob. 

Son œuvre scientifique est dominée par deux recherches majeures : d'une part, le 
statut et le rôle des facteurs de croissance et, d'autre pant, la possibilité pour un 
virus, le bacténiophage, de devenir un constituant génétique de la bactérie hôte, Ces 
découvertes font de lui l'un des fondateurs de la biologie moléculaire. 

Avec François Jacob et Jacques Monod, ils reçoivent le prix Nobel de médecine en 
1065 « pour leurs découvertes sur la régulation génétique de la synthèse des enzy- 
mes et des virus ». 


JACQUES MONOD est né à Paris en 1910. En 1941. il soutint sa thèse de doc- 
torat ès sciences sur la croissance bactérienne. Résistant pendant la Seconde 
Guerre mondiale, il vient souvent se réfugier à l'Institut Pasteur où, de 1945 à 
1953, il dinge le Laboratoire de physiologie microbienne puis, en 1954, crée Le 
Service de biochimie cellulaire. En 1959, il est nommé professeur à la Faculté des 
Sciences de Paris. En 1965, il partage le prix Nobel de médecine avec F Jacob et 
À. Lwoff pour ses travaux sur le contrôle de l'expression de l'information géné- 
tique. Avec FE. Jacob également, 1 conçoit puis démontre la réalité de VARN mes- 
sager. Titulaire dé la chaire dé biologie moléculaire au Collège de France en 14647, 
il devient directeur de l'Institut Pasteur en 1971. Il meurt à Cannes en 1976, 


LOUIS PASTEUR naît Le 27 décembre 1822 à Dole, dans le Jura, Il passé toute 
sonenfance à Arbois où il fréquente l'école primaure et secondaire. En 1847, le titre 
de docteur ès sciences lui est conféré pour ses thèses de physique et de chimie con- 
sacrée à la cristallographie. Il est ensuite nommé professeur de chimie à l'umiver- 
sité de Strasbourg, Tout au long de sa carrière, il réalise des recherches dans dif- 
férents domaines (fermentation. conservation des aliments, maladie des vers à 
soie. maladies infectieuses, vaccination}. [connait la renommée grâce à la tech- 
nique de pasteunsation et à la vaccination contre la rage avant dé s'étéindre le 
28 septembre 1895 près de Paris, 

À partir de 1854, il étudie le processus de la fermentation. Il refuse de croire à la 
théorie de la génération spontanée et prouve qu'ils raison, en 1862, grace à l'expé- 
nénce du ballon « à col-de cygne ». 

Entre 878 et ERS(L il isole trois germes : le streptocoque. le staphylocoque et Le 
preumocoque. En 1840 il travaille sur Le choléra des poules, En ce qui conceme 
la rage, il n'a pas réussi à isoler le micro-organisme responsable car le virus est 
beaucoup trop petit pour être vu grâce aux méthodes d'observation de l'époque. 
Après de nombreuses hésitations, il applique pour la première fois son vaccin anti- 
rabique à un jeune garçon, Joseph Meister, le 6 juillet 1885. À la demande de 
Napoléon 111, il recherche ensuite les causes possibles des altérations du vin. Il 
met au point une technique, la pasteurisation, qui consisté à chauffer le hquide 
quelques minutes à une température située entre 55 et 60°C. Elle est encore lar- 


gement utilisée à l'heure actuelle pour la conservation du vin, de la bière, du laut, 


du beurre. 











RICHARD PFEIFFER (1858-1945) - Médecin et mologiste allemand né à 
Zduny {Posnanie). De 1887 à 1491, ilest assistant de R. Koch à l'Institut d'hygiène 
de Berlin. 

En 1892, ilisole le Bacillus hemophilus influenze dans la gorge d'un malade, lors 
de l'épidémie de grippe de L&80-TKO2, 

En 1896, il isole Mierococcus catarrhalis, 

En 1898, il accompagne R. Koch en ltalie pour des recherches sur la malaria. 

Il ést nommé professeur d'hygiène à l'université de Kômigsbérg de 1K99 à 1909 
puis à celle de Breslau de 1909 à 1925. 


GASTON RAMON (1886-1963) - Vétérinaire et biologiste français né à Belle- 
chaume (Yonne), 1911-1920 : E, Roux l'affecte, en qualité de vétérinaire, au ser- 
vice de production des sérums. Îl est chargé d'immuniser de très nombreux che- 
vaux ct de récolter des sérums antitétaniques, antidiphténiques, antigangréneux. 
1915 : E. Roux lui demande de trouver un antiseptique propre à assurer, dans des 
conditions de guerre, une bonne conservation des immunosérums. Son choix se 
révélera excellent : Le formol. 

1921 : il met au point un procédé de purification des sérums antioxiques qui va 
rendre Les accidents séniques moins fréquents ét moins sévères qu'avant, 

1923 : il démontre que la toxine diphtérique, qui a subi l'action simultanée d'une 
petite quantité de formol et de la chaleur, se transforme en un dérivé inoffensif mais 
vaccinant, [lui donne le nom d'anatoxine diphtérique. À la mème époque, il indi- 
que que, d'après des principes identiques, la toxine tétanique peut, elle aussi, &tre 
transformée en anatoxine tétanique, 

VO : 1l montre qu'à partir des venins peuvent être obtenus des anavenins. 

1925 : il instaure lé principe dés substances adjuvantes et stimulantes de l'inmau- 
nité. 1925-1926 : Application de l'anatoxine tétanique à la prévention du tétanos. 
1926 : il instaure, avec C. Zoeller, la méthode des vaccinations associées, Cette 
technique est à la base de la conception du vaccin diphténie-tétancs, 

1929-1934 : en collaboration avec KR, Debré, effectue des recherches mologiques 
etimmunologiques concernant La diphtérie et la scarlatine. 

1937-1940 : il est chargé de coordonner l'ensemble des services assurant la pro- 
duchon dés sérums et dés anatoxines, Entre 1459 et TO, l'Institut fournit 
7 nullions de doses de sérums et vaccins pour les armées, 


FREDERICK SANGER ét né le 13 août 1918 à Rendcombe, dans le Glouces- 
ershure. I obuent une hcence en sciences naturelles en 1939, Dkpuis 1940, il est 
chercheur au département de biochimie de Cambridge. De 1940 à 1943, il travaille 
avec le Dr A. Neuberger sur le métabolisme de la lysine et obtient son doctorat en 
1943. Depuis 1943, son travail concerne la détermination de la structure des pro- 
téines, C'est à lus qu'on dont la celle de l'insuline en 1955. Il est à présent directeur 
de la Division protéine du MRC Laboratory for Molecular Biology à Cambridge, 
[établit la structure de la molécule d'insuline et obtient deux fois le prix Nobel de 
chimie en 1958 et 1980, 








JAMES WATSON montre très tôt des aptitudes particulières pour les sciences. À 
20 ans, en 1951, un doctorat de biochimie en poche et après une courte période 
postdoctorale passée au Danemark, il entre au laboratoire Cavendish de l'univer- 
aité de Cambridge (Angleterre), I y rencontre le biophysicien FRANCIS CRICK 
qui. à 35 ans, prépare toujours sa thèse. Watson est séduit par Le regard de physi- 
Gien que Cnick pose sur les problèmes de biologie, [ls décident tous deux de se con- 
sacrer à l'étude de V'ADN en se fondant sur les travaux de Maurice Wilkins, bio- 
physicien néo-zélandais qui à montré, par cristallographie aux rayons X, que 
l'ADN est composé de structures en spirale se répétant. En 1953, Watson et Chick 
proposent un modèle de Structure tridimensionnelle de l'acide désoxyribonuctéi- 
que et imaginent du même couple mécanisme qui régit la réplication de l'ADN, Un 
prix Nobel de médecine et de physiologie partagé avec Maurice Wilkins viendra 
consacrer leur œuvre, l'une des plus importantes de la biologie modeme, en 1962. 
De 1953 à 1956, Watson travaille au Califomman Institute of Technology avant 
d'être nommé professeur à l'université de Harvard, De 1988 à 1992 il est nommé 
à la tête de l'ambitieux programme « Crénome humain ». Il est actuellement pré- 
sident du Cold Spring Harbor Laboratory. 


Après ses découvertes constituant le fondement de la biologie moléculaire, Crick se 
penche sur le déchiffrage du codé génétique qui sera élucidé en 1966. Il se tourne 
ensuite vers la biologie du développement avant d'entrer en 1973 au Salk Institute for 
Biological Studies (Californie) pour participer à des recherches en neurobiologie, 


SERGE WINOGRADSKY (1856-1953)- Biologiste français d'origine russe né 
a Kiev (Russie). 

quitte lumversité en 1884 avec un diplôme de docteur en sciences (botaniques) 
et séjourne quelque temps en Camée où 1 installe un petit laboratoire pour ses 
recherches sur a morphologie des micro-organismes, 

Ilquitte la Russie de 1885 à 1888 pour entrer dans le Laboratoire de botanique de 
l'université de Strasbourg. [+ étudie les bactéries autotrophes, en particulier cel- 
les des eaux sulfureuses, Entre 1888 et 1891, 11 démontre que le groupe des bac. 
tëries mitnfiantes assimilé l'acide carbonique par chimiosynthèse, mécanisme 
physiologique comparable à l'assimilation chlorophyllienne par photosynthèse. 
En 18%) et 1891, il publie une série de mémoires sur les bactéries sulfureuses, la 
nirification et le pléomorphisme bactérien, 

Il dinge l'Institut impérial de médecine expérimentale de Saint-Pétersbourg 
(1905-1905) où 1 étudie la fixation de l'azote atmosphérique par Clestridinn pas- 
toriarun. 1 rejoint Pinstitut Pasteur en 1922 et investit la nouvelle filiale consa- 
crée à l'étude de la microbiologie du sol. 

De 1925 à 1941, 11 entreprend la rédaction d'une série de dix mémoires sur la 
mucrobiologie du sol, appliquant la méthode des gels de silice. 
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BIOSCIENCES ET TECHNIQUES 
À. Meyer, J. Deiana, A. Bernard 


Cours de microbiologie générale 
avec problèmes et exercices corrigés 


Cette nouvelle édition regroupe le Cours de microbiologie générale et les Annales et 
exercices de microbiologie générale, publiés à part lors de la précédente édition, 

Elle associe, de façon permanente, des données théoriques et épistémologiques à 
des applications pratiques au niveau du laboratoire et de l'industrie agroalimentaire. 
Le cours permet ainsi d'établir un lien entre la microbiologie théorique et la pra 

tique courante, y compris la sécurité au laboratoire, Il sert de base à la résolution 
des exercices et des problèmes présentés à la fin de chaque chapitre et suivis par 
les corrigés. 

Des questions reprenant les compétences attendues par le programme permettent 
au lecteur de s'auta-évaluer. 


Cet ouvrage s'adresse tout d'abord aux étudiants préparant le : 
- BTS Biotechnologie, 
- BTS Bio-analyses et contrôles, 
- BTS Analyses biologiques, 
= BTS Métiers de l'eau, 
- BTS Qualité dans les industries alimentaires et les bio-industries, 
- DUT Biologie appliquée, 
- ainsi qu'à ceux des Classes préparatoires aux grandes écoles 


(CPEG TB), 


Les étudiants préparant des DEUG et des licences de la filière Biologie y trouveront 
également les bases fondamentales de la microbiologie (avec des éléments de 
virologie et de mycologie), 


Enfin, les élèves des classes terminales du baccalauréat technologique série STL 


(Sciences et techniques de laboratoire) spécialité « Biochimmie-Génie biologique » 
y trouveront tous les éléments de leur programme. 
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